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Pires J R. Influéncia do estado diabético na doencga periodontal induzida em ratos. Analise
metabdlica, genética e radiografica [tese doutorado]. Araraquara: Faculdade de

Odontologia da UNESP; 2008.

Resumo
Evidéncias sugerem existir correlacdo positiva entre diabetes mellitus e destruigdo
periodontal. Com intuito de estudar a influéncia do Diabetes Mellitus sobre a evolucdo da
doenca periodontal induzida, o presente estudo apresenta como objetivos, avaliar
alteragbes metabodlicas como, peso corporal, niveis séricos de calcio, fosforo e fosfatase
alcalina, alteragdes macroscopicas e 0ssea, e a expresséao tecidual de mieloperoxidase e
das citocinas IL-1p, IL-6, TNF-a, IFN-y. Foram utilizados ratos machos Wistar divididos em
4 grupos de 24 ratos, sendo: Grupo | controle; Grupo Il diabético; Grupo Il controle com
doencga periodontal induzida e Grupo IV diabético com doenga periodontal induzida. Apos
dois dias da confirmag&o do estado diabético induzido por estreptozotocina, foi realizada a
colocagdo da ligadura. Oito animais de cada grupo foram sacrificados nos periodos
experimentais de 3, 7, 15 e 30 dias apo6s colocacdo da ligadura. Foi utilizado testes
bioquimicos para avaliagdo das enzimas séricas, lupa esteroscOpica para analise
macroscopica, programa analisador de imagens digital para mensuragédo da perda 6ssea,
leito de ELISA para determinar a concentracdo de MPO e Real-time PCR para expressao
das citocinas. Os resultados demonstraram que o estado diabético perdurou até o final do
experimento nos grupos Il e IV, com niveis glicémicos elevados. Dentre os marcadores
bioquimicos, somente a ALP apresentou-se estatisticamente maior nos grupos diabéticos
(Il e IV). Macroscopicamente, houve diferenga somente entre os grupos com e sem

doenca periodontal, independente da presenca do diabetes, com maior alteragéo tecidual,
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caracterizada por migragao apical da gengiva marginal, perda de contorno marginal e de
tecido interdental, nos periodos tardios de periodontite (15 e 30 dias). Os niveis gengivais
de MPO foram estatisticamente maiores (p<0.05) nos grupos com doencga periodontal
induzida (lll e IV). O grupo IV apresentou maior perda 6ssea significante se comparada
aos demais grupos (p<0,05). As citocinas IL-6 e IFN-y encontraram-se elevadas nos
grupos Ill e IV no 30°ia. Enquanto a citocina IL-1 encontrou-se reduzida no grupo Il
Nos limites deste estudo, pode-se concluir que a doenga periodontal induzida nao alterou
o estado hiperglicémico, no entanto, sugere-se que o diabetes acentue a severidade da
perda O0ssea alveolar no processo evolutivo da doenca periodontal, estando associado
com uma resposta predominante Th2, com intensa expressao de citocinas pro-

inflamatorias e do tipo Th1 durante a periodontite experimental.

Palavras-chave: Diabetes mellitus; doencas periodontais; peroxidase; citocinas;

reabsorgao 0ssea.
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Pires J R. Influence of Diabetes mellitus in induced periodontal disease in rats.
Metabolic, genetic and radiographic analyses [tese doutorado]. Araraquara: Faculdade

de Odontologia da UNESP; 2008.

Abstract

Evidences suggest the existence of a positive correlation between diabetes mellitus and
periodontal collapse. In order to evaluate the influence of Diabetes Mellitus on the
progression of periodontal disease induced in rats, the objective of the present study was
to verify glycemic, calcium, phosphorus and alkaline phosphatase serum levels, to
evaluate tissue and alveolar bone loss, myeloperoxidase (MPO) gingival levels, as IL-1,
IL-6, TNF-a, IFN-y tissue expression. Wistar male rats were used in this study. They were
divided into 4 groups of 24 rats each, as follows: Group | — control; Group Il — diabetic;
Group Il — control with periodontal disease induced; and Group IV — diabetic with
periodontal disease induced. After streptozotocin diabetic state was confirmed, a ligature
was placed on the mandibular first molar teeth of Groups Ill and IV rats. Eight animals of
each group were killed at the experimental periods of 3, 7, 15 and 30 days after the
ligature placement. Was used biochemical tests for evaluation of serum enzymes,
magnifying glass to macroscopic analysis, digital image analyzer program for
measurement of bone loss, ELISA to determine the concentration of MPO and Real-time
PCR for expression of cytokines. Results demonstrated that the diabetic state lasted up to
the end of the experiment at groups Il and IV. Significant increases in serum alkaline
phosphatase were observed at diabetic groups (Il and V). Macroscopically, in the groups

where periodontal disease was induced, it was possible to observe more tissue alterations
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and it was higher in the 30-day experimental period. The MPO levels were significantly
higher in induced periodontitis groups (lll and V) (p<0.05). The Group IV showed higher
bone loss significantly when compared to the other groups (p < 0.05). The cytokines IL-6
and IFN-y were elevated in groups Ill and IV at 30 ° day. The cytokine IL-1p was reduced
at group Il. Within the limits of this study, it was concluded that periodontal disease
induced not changed the over-glycemic state however, suggests that the diabetes
accentuates the severity of alveolar bone loss in the development of periodontal disease,
being associated with a Th2 response predominant and maintenance of Th1 cytokines

expression during the course of experimental periodontitis.

Key words: Diabetes mellitus; periodontal disease; peroxidase; cytokines; bone

resorption.
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1 Introducéo

A doenca periodontal é caracterizada como um processo inflamatério que
pode atingir ligamento periodontal, cemento radicular e osso alveolar, tendo como fator
etiologico primario o biofilme bacteriano. Este biofiime e as respostas associadas ao

hospedeiro estao envolvidos na patogénese da doencga periodontal (Offenbacher, 1996).

A manutencao da integridade dos tecidos periodontais depende do equilibrio
dindmico entre uma agressdo microbiana e/ ou traumatica e a resposta do organismo. O
desequilibrio neste mecanismo associado a um comprometimento sistémico pode
exacerbar uma reacao inflamatéria prévia, levando a uma severa destruicdo tecidual

(Taylor et al., 1998).

Estudos epidemiolégicos revelam que pacientes diabéticos exibem uma maior
tendéncia para o desenvolvimento de doencgas periodontais. Apresentando alta
prevaléncia de doencga periodontal severa, com abscessos periodontais recorrentes e
aumento da predisposi¢do a infecgbes (Lée, 1993; Nishimura et al., 1998; Lalla et al.,

2000).

Diversos fatores tém sido associados a maior severidade das alteragdes
periodontais observadas em diabéticos, incluindo modificagdes na composig¢éo do biofilme
bacteriano subgengival e alteracbes no metabolismo das fibras colagenas dos tecidos
causando prejuizo funcional das células de defesa, sugerindo existir correlacdo positiva
entre diabetes mellitus e destruicdo periodontal (Lée, 1993;Taylor et al., 1998; Lalla et al.,

2000; Holzhausen et al., 2004).
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Numerosos fatores tem sido associados a essa massiva destruigéo incluindo,
defeito na fungdo e quimiotaxia dos PMNs, alteracdo no metabolismos do colageno e
estimulada secreg¢do de mediadores inflamatérios e destrutivos como as citocinas, TNF-q,
IL-1B, IL-6, IFN-y e PGE,, em resposta a um estimulo de endotoxina bacteriana (Lalla et
al., 1998; Nishimura et al., 1998; American Academy of Periodontology, 2000; Salvi et al.,
1998). Contudo, o papel individual das diversas citocinas potencialmente envolvidas na
patogénese da doenca periodontal, os mecanismos moleculares envolvidos em sua

fungéo e sua relevancia para progresséao da doenca sdo pobremente conhecidos.

Tendo em vista a importancia do diabetes mellitus como fator debilitante e
predisponente para a ocorréncia de numerosas patologias de natureza infecciosa, deve-
se dar importancia a evolugcéo da doenca periodontal em pacientes com Diabetes mellitus

para melhor entendimento da correlagdo das duas patologias (diabetes e periodontite) .

Levando-se em consideracéo a dificuldade de estudar a doencga periodontal e
o diabetes mellitus em humanos, a utilizagdo de modelos animais pode ser considerada
uma alternativa para o estudo de tais patologias, a fim de avaliar expressdo génica de
citocinas liberadas durante o desenvolvimento da doenca periodontal induzida em ratos

diabéticos.
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2 Revisao da Literatura

O diabetes mellitus € um transtorno metabdlico complexo e primario dos
carboidratos, que envolve secundariamente, porém de forma importante, lipideos e
proteinas. A doenga associa-se a resisténcia a insulina e/ ou a sua deficiéncia, absoluta
ou relativa. As alteragbes se devem a uma disfuncao das ilhotas de Langerhans, também
conhecidas como ilhotas pancreaticas, que consistem em um aglomerado de células do
pancreas, constituido por quatro tipos de células diferentes, as células B, o, 6 e PP
(polipeptidio pancreatico) (Crawford, Cotran, 2000).

As células B representam cerca de 68% da populagdo de células das ilhotas
dos adultos e séo responsaveis pela produgédo e armazenamento da insulina, sendo que o
estimulo mais importante que deflagra sua sintese e liberagdo é a glicose. A ocorréncia
da elevacédo dos niveis de glicemia resulta em captagdo de glicose pelas células 3 e
liberacdo imediata de insulina. No caso do Diabetes mellitus, como a sintese de insulina é
deficiente, em casos de elevagcdo de glicemia persistente, ocorre uma estimulagédo
constante da liberagdo de insulina, mas n&o sua sintese, o que resulta em hiperglicemia
(Crawford, Cotran, 2000).

Qualquer que seja a etiopatogénese da doenca, a expresséo fenotipica da
deficiéncia da insulina manifesta-se por ampla e variada ordem de disturbios metabdlicos.
Existem 2 tipos principais de diabetes primario: a) diabete tipo 1 (diabete insulino-
dependente), conhecido também como diabete juvenil e b) diabete tipo 2 (diabete nao-
insulino-dependente) ou tardio. Esses dois tipos se diferem na apresentacio clinica,
origem genética, patogénese, lesbes das ilhotas pancreaticas e resposta a insulina

(Report of expert committee, 2003).
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A frequéncia e a gravidade das lesbGes extra-pancreaticas em geral séo
proporcionais a gravidade e duracdo da doenca, havendo paralelismo com disturbios
metabdlicos, principalmente a hiperglicemia. Nenhuma dessas lesdes é caracteristica e
exclusiva do diabetes, que apenas antecipa, precipita ou agrava seu aparecimento e
evolugcdo. Resultante desse quadro relata-se: retinopatia, nefropatia, neuropatia,
alteracbes macrovasculares podendo levar a amputagdo de membros inferiores e
alteragbes microvasculares como prejuizo no processo de cicatrizagao de feridas (Mealey,
1999). Dentre as manifestacdes orais importantes do diabetes, pode-se destacar a
ocorréncia e aumento da severidade da doenca periodontal crénica, abscessos
periodontais recorrentes e aumento da predisposicao a infecgdes (Lalla et al., 2000; Lée,
1993; Nishimura et al., 1998).

A alta porcentagem da glicose nos tecidos moles, além de proporcionar baixa
resisténcia destes tecidos ao estresse, podem resultar em necrose da gengiva marginal
como resultado da circulagdo sanguinea deficiente. E ainda, a falta de resisténcia do osso
alveolar ao estresse, aumenta a perda das estruturas de suporte e mobilidade dos dentes
(Bennatti et al., 2003; Rosenthal, 1970; Taylor et al., 1998). Lalla et al. (2000) considera
um dos maiores responsaveis pelas complicacbes do diabetes a formacdo de AGEs
(produtos finais da glicosilagao avancada) e sua interacdo com os RAGEs (receptores de
AGEsSs), inclusive nos tecidos periodontais.

Os AGEs séo proteinas e ou lipidios ligados irreversivelmente a glicose. Essas
moléculas ligam-se na parede celular de determinadas células alterando suas fungdes e
as possiveis interacdes celulares. No tecido periodontal as células endoteliais,
macrofagos e fibroblastos, que participam ativamente do processo imunoldgico e
cicatricial apresentam RAGEs em sua superficie. Na presenca da interagdo AGEs-RAGEs

apresentam metabolismo alterado e reduzida eficiéncia imunolégica (Lalla et al., 2001).
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A destruicéo tecidual e consequiente perda de insergéo periodontal ocorrem
freqlentemente e em maior extensdo em diabéticos ndo controlados ou descompensados
(Safkan-Seppala, Ainamo, 1992; Tervonen, Oliver, 1993; Tervonen et al., 1994). Alguns
fatores podem contribuir para o desenvolvimento da doenca periodontal em diabéticos,
como defeito na fungdo e quimiotaxia dos leucécitos polimorfonucleares (PMN), alteracao
de sintese e metabolismo do colageno, aumento da atividade de colagenases, acumulo
de produtos finais da glicosilagédo (AGES) que atuam sobre receptores de macréfagos e
mondécitos resultando em aumento na secrecao de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucina 1 (IL-1) e prostaglandina (PGE,) (Lalla et al., 1998; Nishimura et al., 1998;
Salvi et al., 1998, American Academy of Periodontology, 2000; Nishimura et al., 2006),
mudanca vascular patologica, comprometimento do potencial de cicatrizacao de feridas e
desequilibrio microbiolégico (American Academy of Periodontology, 1996; Grossi, 2001;
lacopino, 2001; Zambon et al., 1988).

A periodontite € uma resposta inflamatéria destrutiva dos tecidos periodontais
frente a presenca de uma microbiota subgengival especifica e composta por distintas
espécies microbianas, sendo que a combinagao dessas bactérias, favorece o crescimento
do biofilme subgengival e o consequente desenvolvimento da doenca periodontal
(Darveau et al., 1997). Acredita-se que freqlentes mudangas da microbiota subgengival
sdo capazes de alterar a composi¢gdo dos subprodutos bacterianos liberados e originar
alteracao na resposta do hospedeiro.

No entanto, a presenca de patdégenos de maior viruléncia, tais como,
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythensis e Aggregatibacter
actinomycetemcomitans proporcionam aceleragcédo significativa no desenvolvimento da

doenca periodontal (Mandell et al., 1992; Haffajee, Socransky, 1994).
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Alguns trabalhos (Mandell et al.,, 1992; Haffajee, Socransky, 1994;
Thorstensson et al., 1995), verificaram nao haver diferencas significativas na prevaléncia
e quantidade da microbiota subgengival entre diabéticos e ndo diabéticos portadores de
doenca periodontal crénica. Por outro lado, Zambon et al. (1988) e Christgau et al. (1998),
sugerem predomindncia de Capnocytophaga sp, Porphyromonas gingivalis e
Campylobacter rectus nos sitios com doencga periodontal dos pacientes diabéticos.

Vérios fatores podem influenciar a relagdo parasita/ hospedeiro em infecgdes
causadas por microrganismos anfibiontes na microbiota residente bucal. Dentre esses
fatores, merece destaque a susceptibilidade ao soro, o qual participa dos mecanismos de
defesa contra a invasao microbiana nos tecidos (Sundqvist, Johansson, 1982) e sua
disseminagao sistémica (Okuda et al., 1986).

A utilizacdo de modelos animais na elucidacdo da patogénese do diabetes e
da doenca periodontal explica-se pela grande dificuldade de estudar a doencga periodontal
em humanos.

Na literatura diferentes metodologias tem sido proposta para indugdo do
diabetes em animais, como a utilizagdo de aloxana (McMillan, 1970), pancreatectomia
parcial (Grandini, 1978) e inducdo pela estreptozotocina apds injegcdo endovenosa de
prolina tritiada [H] (Pepato et al., 1996). Entretanto, um dos modelos de diabetes mellitus
experimental mais utilizado atualmente, é a administracdo do antibiético estreptozotocina
(STZ), por causar a degranulacao das células betas do pancreas produtoras de insulina,
promovendo conseqlientemente, o aparecimento do diabetes (Goodner, Russel, 1965;
Pepato et al., 1993; Mattar-Mori et al., 2003).

Segundo Scott et al. (1984), pode-se observar mudangas enzimaticas no soro
dos individuos com o desenvolvimento do diabetes, sendo que as mudangas podem

ocorrer devido a propria doenga ou como conseqiiéncia de suas complicacbes, e estas
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atividades alteradas, possivelmente podem refletir alteragdes nos mecanismos de sintese,
degradacao, estoque e excregdo de enzimas, tais como as fosfatases alcalinas (ALP),
aspartato aminotransferase (AST), creatina cinase (CK), a Lactato Desidrogenase (LD).

As fosfatases alcalinas sdo um grupo de enzimas localizadas nas membranas
das células dos canaliculos biliares do figado, mas também séo sintetizadas pelas células
osteoclasticas do tecido 6sseo e de outros tecidos como o epitélio intestinal, tubulos
renais e placenta. Porém as formas encontradas no soro originam-se em sua grande
maioria do figado ou provém do esqueleto. Dessa forma, a ALP sérica e isoenzimas sao
provavelmente um reflexo de disfuncado hepatica e/ ou éssea (Bowers, McComb, 1975;
Koyama et al., 1998).

Alguns estudos (Koyama et al., 1998; Gonzales, Fevery, 1992) demonstraram
que em pacientes diabéticos nao insulino-dependentes a atividade da ALP sérica é
elevada no estagio inicial da doenca, e este aumento também foi observado em ratos
diabéticos, induzido tanto pela STZ como pela aloxana (ALX).

Estudos da correlagado de enzimas séricas e diabetes sdo consideravelmente
reduzidos na literatura e assim, faz-se necessario tal avaliacdo para que estas enzimas
sejam utilizadas ou descartadas como marcadores do efeito toxico “tecido-especifico” no
diabetes experimental. Para tanto, €& necessario utilizarmos modelo experimental
adequado, que reproduza o quadro diabético. Tais condi¢cdes podem ser indiscutivelmente
obtidas pela avaliagdo temporal dos parametros alterados no diabetes como por exemplo,
peso corporal e glicemia.

Ha uma variedade muito grande de espécies microbianas no biofilme
subgengival do periodonto humano e, a destruicdo tecidual proveniente das respostas
imunoinflamatérias do hospedeiro frente a esta complexa microbiota, é estudada, quase

sempre, de maneira retrospectiva. O modelo animal mais freqliientemente utilizado em
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estudos de periodontite experimental € o rato (Rathus novergicus) por ser considerado um
grupo de custo baixo e de facil manipulacao (Klausen, 1991)

Dentre os métodos para inducdo de doenga periodontal, Nyman et al. (1979)
utilizaram como modelo de doenga periodontal, o0 método de indugdo por ligadura que
consiste na colocagao de um fio nylon, de seda ou de algodao ao redor da cervical de um
molar. Entretanto, este modelo experimental tém sido muito questionado pelo fato de
invariavelmente levar a uma injuria traumatica e, apenas secundariamente, agir como
fator retentivo de placa.

A doenca periodontal crénica é caracterizada por um processo dindmico de
complexas reacgdes responsaveis por modificagdes morfoldégicas com o decorrer do tempo
da agressao. No sitio infectado, o processo inflamatorio é capaz de carrear numerosos
componentes do sistema complemento, os quais, ativados por via classica e/ ou
alternativa podem liberar fatores quimiotaticos para leucécitos e elementos vasoativos,
potencializando a resposta inflamatéria que pode estar alterada no individuo diabético.

No ano de 2002, Buchmann et al. caracterizaram a atividade de neutrofilos
como componente critico na patogenicidade da doenga periodontal. A atividade
leucocitaria na periodontite agressiva comparado a periodontite crbnica, através de
analise de mieloperoxidase no fluido crevicular mostrou atividade leucocitaria
significantemente maior na periodontite agressiva em relacao a periodontite crénica antes
e apos a terapia. Entretanto, pardmetros clinicos também observados ndo mostraram
diferencgas entre os dois tipos de periodontites.

A mieloperoxidase (MPO) é uma hemeproteina de aproximadamente 150KDa,
tetramétrica, altamente glicada. E abundante em neutréfilos e mondcitos, constituindo 5%
e 1-2%, respectivamente, do peso seco total dessas células. Esta estocada nos granulos

azurdfilos primarios desses leucoOcitos e é secretada no meio extracelular e no
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compartimento fagolisossomal apos ativagéo do fagécito por uma variedade de estimulos,
sendo eficiente na morte de microrganismos (Zipfel et al., 1997; Buchmann et al., 2002).

Alguns estudos Yamalik et al. (2000), avaliando os niveis de mieloperoxidase
do fluido gengival de pacientes com Periodontite agressiva, Periodontite cronica e Saude
periodontal, observaram que os niveis de mieloperoxidase foram mais baixo no grupo de
saude periodontal quando comparados aos grupos com periodontite agressiva e
periodontite crénica. Sugerindo que a utilizagdo da expressdo de MPO tecidual pode ser
utilizada como marcador inflamatério, por estimar o acumulo de neutréfilos (Yamalik et al.,
2000; Buchmann et al., 2002; Liskmann et al., 2004; Wei et al., 2004).

Uma das possiveis vias de regulacdo da resposta inflamatéria nas doencgas
periodontais seria a produgéo de citocinas pelas diferentes sub-populagdes de linfécitos T
auxiliares (ou T “helper”: Th), que atuariam atenuando ou potencializando a reacgao
inflamatéria nos tecidos periodontais, e desta forma, determinando a atividade ou laténcia
das doencas periodontais (Yamazaki et al., 2003; Teng, 2003; Gemmel, Seymour, 2006).
As respostas mediadas por linfécitos Th podem exibir um padrdao Th1, que consiste
predominantemente de uma resposta imune celular e pré-inflamatéria, ou um padrdo do
tipo Th2, com caracteristicas anti-inflamatérias e de resposta imune predominantemente
humoral. Tal polarizagdo €& determinada por citocinas tipicas de cada padrao, envolve a
participagdo de quimiocinas e tipos celulares caracteristicos, e determina o progndstico e
o curso de diversas doengas infecciosas, inflamatérias e auto-imunes (Mosmann,
Coffman, 1989; Abbas et al., 1996; Jankovic et al., 2001). Esses relatos servem de base
para a hipotese de que as células Th1 estdo associadas com lesdes estaveis, e de uma
resposta Th2, com a doenga em progressao (Gemmell, Seymour, 2006). Entretanto,

outros estudos tém relatado resultados inconsistentes com a predominancia de células do
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tipo Th1, ou resposta reduzida da Th2 em tecidos doentes (Salvi et al., 1998; Baker, 2000;
Teng, 2003).

Nos estudos de lwasaki et al. (1998) e Garlet (2004), os autores relataram que
durante a fase inicial da doenca periodontal experimental predomina nos tecidos
periodontais uma resposta imune do tipo Th1, caracterizada pela presenca de citocinas
pro-inflamatérias e do tipo Th1: TNF-a, IL-13, IFN-y e IL-12. Por outro lado, a fase tardia
da doenca se caracteriza pela intensa expressao de mediadores Th2, como IL-4 e IL-6,
além da persisténcia da expressdo de mediadores Th1, porém em niveis menores que 0s
verificados anteriormente.

Fatores associados as alteragbes metabdlicas do diabetes como
hiperglicemia, a hiperlipidemia e acumulo dos AGEs, podem levar a uma excessiva
producéo de citocinas pré-inflamatérias pelos macréfagos como PGE,, TNF-q, IL-1B e IL-
6 (Schmidt et al., 1993; Miyata et al., 1996; Salvi et al., 1998), diminuindo a produgéo de
colageno tipo | (Owen et al.,, 1998), contribuindo assim, com a destruicdo tecidual
(lacopino, 1995). Entretanto, alguns estudos em ratos (Doxey et al., 1995, 1998) sugerem
que o estado diabético pode induzir uma hipofuncdo generalizada de macréfagos,
diminuindo a producdo de citocinas pré-inflamatérias (IL-1B) e de fatores de crescimento
(PDGF), o que pode levar a falha no processo de cicatrizacdo e favorecer o
desenvolvimento de periodontite.

Estudos in vitro, demonstraram que os fibroblastos, componente celular mais
predominante no tecido conjuntivo e ligamento periodontal, além de serem células
responsaveis pela integridade do periodonto (Koka, Reinhardt, 1997), sdo células que
quando estimuladas pelo lipopolissacarideo bacteriano aumentam a liberagédo, dentre
outras citocinas, da interleucina 6 (IL-6), (Komatsu et al., 2001) capaz de intensificar as

reagdes inflamatorias levando ao dano tecidual e maior destruicdo 6ssea.
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A producdo de citocinas como IL-6 em tecidos gengivais inflamados tem sido
observada em associagdo com outras citocinas como IL-1f e TNF-a, sendo encontrada em
elevados niveis em sitios com destruicdo periodontal (Okada, Murakami, 1998; McCauley,
Nohutcu, 2002; Moreira et al., 2007).

A interleucina -1B (IL-1B) é uma citocina diretamente envolvida na reabsorgéo
O0ssea sendo responsavel pela maior parte da atividade do chamado fator de atividade
osteoclastica (OAF). E produzida em larga escala por macréfagos e mondécitos, em
resposta a uma grande variedade de estimulos, incluindo os constituintes bacterianos, tais
como os lipopolissacarideos (LPS) (Page, 1991).

A IL-1[3 exerce outras atividades, podendo atuar como mediador de destruicéo
tecidual na periodontite humana. Essas atividades incluem: a inibigdo da formacéo éssea,
a estimulagao da sintese de prostaglandinas e tromboxano, a estimulagédo da producao de
colagenases e proteases, a potencializacdo da degranulacao de neutréfilos e produgao de
superodxido, além do aumento da adesdo leucocitaria de células endoteliais e a
estimulacao da proliferacao de fibroblastos e queratinécitos (Stashenko et al., 1991).

Estudo de Duarte et al., (2007) demonstrou que niveis elevados de IL-1p3 estédo
associados de forma significante com sitios comprometidos periodontalmente.
Adicionalmente, os autores demonstraram que pacientes com diabetes tipo 2 apresentam
producdo tecidual excessiva de IL-1a, IL-1B e IL-6 em sitios com doencga periodontal.
Resultados similares foram encontrados em pacientes com diabetes tipo 1 (Salvi et al.,
1998).

Um dos efeitos proé-inflamatérios da IL-1 é a inducdo de sintese de
prostaglandina E, (PGE,) por macrofagos e fibroblastos gengivais. A PGE, é
vasodilatadora e um co-fator envolvido no aumento da permeabilidade vascular que

ocorre em sitios com inflamacdo, e um mediador de desmineralizacdo O&ssea.
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Possivelmente, o fator mais importante da PGE; na destruicdo dos tecidos periodontais
nao esta relacionado ao seu envolvimento na reabsor¢cdo é6ssea, e sim em sua
capacidade de atuar sobre outros processos, pela supresséo da produgéo de IL-1 e TNF-
a, alterando o controle de iniciacio e perpetuagéo do processo inflamatorio.

A citocina pro-inflamatéria fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) tem sido
encontrada de forma exacerbada em pacientes obesos portadores de diabetes tipo 2
(Dandona et al., 1998; Fernandez-Real et al., 2001; Nishimura et al., 2006). O fato desta
citocina ser encontrada em niveis elevados no soro de diabéticos pode ser
hipoteticamente explicada pela produgdo de TNF no tecido adiposo (Hotamisligil et al.,
1995), pela atividade dos AGES e/ ou aumento da producdo de citocinas causada
indiretamente por efeitos da hiperinsulinemia ou hiperglicemia (Soop et al., 2002;
Vlassara, Palace, 2002).

Acredita-se que o TNF-a pode estar associado com maior severidade da
doenca periodontal por varias vias como estimulando fibroblastos a sintetizar enzimas que
participam da degradacdo celular e tecidual (Brenner et al., 1989) e por estimular
osteoclastos a ativar a reabsorgéo 6ssea (Kobayashi et al., 2000).

Estudos relatam que a resposta local a infeccdo microbiana em diabéticos &
caracterizada por inflamacao prolongada, sendo que esta pode ser revertida com uso de
inibidores de TNF (Naguib et al., 2004; Wetzler et al., 2000). Sugerindo que o diabetes
modula a resposta inflamatoria por prolongar a duragao da expressédo de TNF- a, sendo
que esta, por sua vez, altera a expressdo de citocinas levando a persisténcia de
inflamagéo e de dano tecidual.

Dentre as citocinas relacionadas com a modulagao da resposta inflamatéria,
pode-se destacar ainda o IFN-y, citocina considerada a principal ativadora de macréfagos.

Além disso, apresenta diversos efeitos no sistema imune, como: estimulacdo da
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fagocitose, captagéo e apresentacédo de antigenos, produgéao de citocinas inflamatorias e
mediadores antimicrobianos, como o 6xido nitrico (NO) (O’'Garra, 1989; Bogdan et al.,

2000; Bogdan, 2001; Szabo et al., 2003).

O IFN-y parece ser a principal citocina produzida por células T na doenca
periodontal, e diversos estudos tém demonstrado uma associagédo entre IFN-y e lesbes
progressivas ou formas mais severas de doenga periodontal (Ebersole, Taubman, 1994;
Roberts et al., 1997; Salvi et al., 1998; Sigusch et al., 1998; Kawai et al., 2000; Takeichi et
al., 2000; Ukai et al., 2001; Gorska et al., 2003).

Além de atuar na determinagdo da severidade da doenga periodontal, o
IFN-y esta envolvido no controle da infecgdo periodontal, uma vez que tal citocina
estimula fibroblastos gengivais a produzirem NO (Kendall et al., 2000; Daghigh et al.,
2002), potencialmente envolvido no controle de microrganismos no microambiente
periodontal (Kendall et al., 2001; Rausch-Fan et al., 2001).

A producdo de IFN-y deveria aumentar a atividade fagocitaria, tanto de
neutrofilos quanto de macréfago, e dessa maneira conter a infecgdo. No entanto, a leséo,
hipoteticamente, persiste, dentre outros mecanismos, devido a continua formagdo do
biofiime bacteriano e conseqlente manutencédo da resposta imune e inflamatéria
(Gemmell, Seymour, 1994).

Apesar das evidéncias sugestivas da participagdo de IFN-y na patogénese
das doencas periodontais, seu real papel na modulagcdo da severidade da doenca e no
controle da infecgéo periodontal, assim como os mecanismos envolvidos em tais fungdes,
permanecem desconhecidos.

Tendo em vista a importancia do diabetes mellitus como fator debilitante e

predisponente para a ocorréncia de numerosas patologias de natureza infecciosa, deve-
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se dar importancia a resposta desse hospedeiro frente a agressado microbiana para

melhor entendimento da patogénese da doenca periodontal.
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3 Proposicao

Com intuito de avaliar a influéncia do Diabetes Mellitus sobre a evolugédo da
doencga periodontal induzida, o presente estudo apresentou como objetivos avaliar em

animais submetidos ou ndo a doenca periodontal:

\ Taxa glicémica e niveis séricos de calcio, fésforo e da enzima fosfatase
alcalina;

\ Atividade de mieloperoxidase (MPO) nas bidpsias teciduais;

\ Perda 6ssea alveolar radiografica e alteracdo morfolégica dos tecidos
gengivais;

N Expressdo das citocinas: IL-6; IL-1B8; TNF-a e INF-y; nas amostras de

tecido gengival dos animais, submetidos ou n&o a periodontite experimental.
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4 Material e método

YComité de ética em pesquisa

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo

Animal-CEEA da Faculdade de Odontologia de Araraquara, processo: 28/2003 (Anexo 1).

YAnimais

No presente trabalho foram utilizados ratos (Rattus norvegicus albinus, Wistar)
machos, jovens com peso inicial de aproximadamente 150g, provenientes do Biotério
Central da UNESP, Campus de Botucatu. Os ratos foram mantidos em caixas plasticas,
separados de acordo com o grupo experimental, em sala com temperatura ambiente
controlada, com ciclos de luz-escuro de 12 horas e, alimentados com ragdo normal e agua
ad libitum.

Foram divididos aleatoriamente, em 4 grupos experimentais:

I.  Grupo Controle (n=24)

[I. Grupo Diabético induzido (n=24)

[ll. Grupo Doenga Periodontal induzida por ligadura (n=24)

IV. Grupo Diabético induzido e com Doenga Periodontal induzida por ligadura

(n=24)
Os animais receberam diariamente agua ad libitum e foram sacrificados em

grupos de seis animais aos 3, 7, 15 e 30 dias apds o baseline.
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vPeriodos Experimentais

Apbs 48 horas da indugao do diabetes, foi realizada comprovagéo do estado
diabético, e 48 horas apés, foi realizada a indugdo da doenga periodontal no grupo com
diabetes induzida (grupo 1V) e no grupo n&o diabético (grupos Ill). Este momento foi
considerado o Baseline. Os periodos experimentais foram 3°, 7°, 15° e 30° dia ap6s o
baseline, sendo que a cada periodo foi avaliado: taxa glicémica, peso corporal, fosfatase
alcalina, fésforo e calcio sérico, expressao tecidual de mieloperoxidase e de citocinas, tais
como: IL-6, IL-1B8, TNF-a e INF-y, além de analise macroscopica e radiografica dos
espécimes de cada animal.

A cada periodo experimental, 6 (seis) ratos de cada grupo, foram sacrificados
por decapitagdo. Logo apds o sacrificio, a mandibula de cada animal foi removida e fixada
em formol tamponado a 10%.

A cronologia proposta pode ser observada na Tabela 1.

Tabela 1 — Cronologia proposta do experimento

Cronologia experimental

Parametros analisados
-4 dias -2dias Baseline Dia3 Dia7 Dia15 Dia30

Avaliacao do peso corporal + + + + + + +

Inducéo do Diabetes +

Analise glicose plasmatica e
sérica de calcio, fésforo e + + + + +
fosfatase alcalina

Inducéo da Doencga

Periodontal *

Checagem da doenca + + + +
Sacrificio + + + +
Coleta de sangue + + + +
Remocéo dos espécimes + + + +

+ significa periodo indicado de realizagao do procedimento



35

4.1 Inducéo do Diabetes

Apds um periodo de 16 horas de jejum, exceto agua ad libitum, os animais dos
Grupos Il e IV receberam, por via endovenosa (jugular), uma dose Uunica de
estreptozotocina (STZ) dissolvida em tampao citrato (0,01M pH 4,5), na concentracéo de
50-60mg/Kg do animal (Pepato et al., 1996; Mattar-Mori et al., 2003). A alimentacao foi

restituida aos animais 1 hora ap6s a administragéo da droga.

vNivel de Glicose Plasmatica

A determinac&o da glicemia foi realizada por meio de coleta de sangue apés
corte com tesoura a cerca de 2mm da extremidade distal da cauda de cada animal. As
amostras de sangue foram coletadas em Eppendorf (1mL), contendo liquemine (Roche,
Sao Paulo, Brasil). Apds centrifugacido do sangue para obtengéo de plasma foi realizado o
teste de glicemia pelo método enzimatico da glicose-oxidase (AUTOANALYSER
TECHNCON RA-XT, Bayer) no laboratério da disciplina de Bioquimica Clinica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP (Bergmeyer, Bernt, 1974,
Mattar-Mori et al., 2003). A taxa glicémica foi avaliada apés jejum de 16 horas, no periodo
da manha, em todos periodos experimentais.

Para critérios de inclusdo, foram aceitos animais com glicemia inicialmente
superior a 350mg/dL, visto que a taxa glicémica de ratos com diabetes induzido varia de
250 a 600mg/dL e de ratos nao diabéticos, varia de 126 a 150mg/dL (Pepato et al., 1996;

Pepato et al., 2001).
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4.2 Inducao da Doenca Periodontal

Até 2 dias apbés comprovagéo do quadro diabético por meio de analise da taxa

glicémica, foi realizada a indu¢éo da doenga periodontal.

Y/Anestesia

Os animais receberam anestesia geral para inducdo da doenca periodontal. A
anestesia foi obtida com injegéo intraperitoneal de 0,08mL/100g por peso corporal de
Ketamina 10% (Ketamina, Agener Unido Ind. e Com. LTDA) e 0,04mL/100g por peso

corporal de cloridrato de xilazina (Virbaxyl 2%, Virbac do Brasil Ind. e Com. LTDA).

v Inducdo da Doenca Periodontal por ligadura

Apobs anestesia geral, os animais foram posicionados em mesa operatéria
apropriada, a qual permite a manutengéo da abertura bucal dos ratos, facilitando o acesso
aos dentes da regido posterior da mandibula. Animais em que a doenca periodontal ndo
foi induzida, com a mesma idade dos demais grupos, foram utilizados como grupo
controle.

A metodologia para indugio de doenga periodontal por ligadura foi descrita por
Holzhausen et al. (2002).

Com auxilio de uma pinga modificada e de uma sonda exploradora, foi
colocado um fio de algoddo numero 24, marca Corrente, ao redor dos primeiros molares

inferiores bilateralmente.
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4.3 Andlise sérica de calcio e fésforo

A determinac&o dos niveis séricos de calcio e fésforo foram realizadas por

meio de uma reacéo de ponto final (FOSFORO e CALCIO Liquiform — LABTEST).

4.4 Andlise sérica de fosfatase alcalina

Para dosagem da fosfatase alcalina foi coletado o soro para analise por meio
do método colorimétrico. Este método utiliza a reagéo de hidrélise do p-nitrofenilfosfato,
pela ALP, com formagéo do produto colorido p-nitrofenoxido (Kit Reagente Ames). Para
as leituras espectrofotométricas das analises das enzimas foi utilizado um Autonalyser

Technicon RA-XT (Mattar-Mori et al., 2003).

4.5 Andlise da atividade de mieloperoxidase

Uma porgédo de tecido gengival ao redor de dentes submetidos ou nédo a
colocacgéo de ligadura dos animais diabéticos induzidos ou n&o, foi removida e utilizada
para analise da atividade de mieloperoxidase (MPQO) por meio da técnica
espectofotométrica empregando leitor de ELISA, um marcador de infiltrado neutrofilico
(Bradley et al., 1982). O tecido foi homogeneizado com o auxilio de um homogeneizador
Polytron (Fisher Scientific) em hexadecyltrimethyl-ammonium bromide 10% em 50 mmol/L
de fosfato de potassio tamponado (pH 7.0). O homogenato foi entdo centrifugado por 15
minutos. Aliquotas do sobrenadante (35 uL) foram adicionadas a 3 mL de tamp&o (100

mmol/L de guaiacol, 0.17% H202, e 50 mmol/L de fosfato de potassio tamponado, pH
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7.0). A alterac&o na absorbancia a 460nm foi medida com um espectrofotdmetro Beckman
(Beckman Instruments, Fullerton, CA). Uma unidade de atividade de MPO foi definida

como 1 ymol de perdxido degradado por minuto a 25 °C.

4.6 Analise Macroscépica das alterag6es morfologicas

As analises macroscopicas de cada hemimandibula foram realizadas com
auxilio de uma lupa estereoscopica Zeiss com aumento 20x, por um examinador cego e
calibrado para realizar analise descritiva das modificagbes observadas no tecido gengival
dos primeiros molares inferiores, como: modificacdes de contorno, volume e posicao da

gengiva.

4.7 Anélise Radiografica

Foram realizadas tomadas radiograficas das hemimandibulas (direita e
esquerda) através do uso de um sistema de imagem digital computadorizado, CDR
(Computed Digital Radiograph for Microsoft Windows, Shick Technologies, Inc. Dialom
Dental Products) que utiliza um sensor eletrénico ao invés de filme radiografico. Os
sensores eletrénicos foram expostos a 65KVvp e 10mA com tempo de exposicao de 12
impulsos/ segundo, utilizando um aparelho de R-X (GE 1000). A distancia foco/ filme foi
padronizada em 50cm. Ap6s as tomadas radiograficas, as radiografias digitais foram
analisadas com auxilio de um software pertencente ao préprio sistema CDR. Para cada
radiografia foram realizadas 3 mensuracées da medida linear (em mm) da distancia da

juncédo cemento-esmalte até a crista 6ssea alveolar do lado mesial dos primeiros molares
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inferiores de cada animal. As andlises foram realizadas por Unico examinador cego e

treinado.

4.8 Obtencdo das amostras para extracdo de RNA total para as citocinas

As amostras de tecido gengival ao redor do primeiro molar inferior foram
removidas dos animais e imediatamente congeladas e mantidas a -70°C até o
processamento das amostras.

O protocolo para extragdo de RNA com o reagente Trizol para quantificagdo

das citocinas, seguindo orientagdes do fabricante (Gibco BRL, USA).

vExtragdo do RNA total

A extracdo do RNA total foi realizada com o reagente Trizol, seguindo-se o
protocolo recomendado pelo fabricante (Gibco BRL, USA). Brevemente, para cada
amostra, em um tubo tipo “eppendorf’, foi adicionado o reagente Trizol (1 ml para 50 mg
de tecido), sendo agitado por 30 segundos e deixadas a temperatura ambiente por 5
minutos. Para cada 1 ml da suspensao foi adicionado 0,2 ml de cloroférmio (Sigma) e
centrifugadas a 13000 rpm por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi transferida para um
tubo novo, ao qual foi adicionado o mesmo volume de isopropanol, sofrendo agitagdo em
“vortex” e incubado por 20 minutos a -20°C para precipitar o RNA da fase aquosa.
Novamente os tubos foram centrifugados a 13000 rpm por 15 minutos a 4°C. O
precipitado foi lavado em etanol 100%, sendo entdo seco a temperatura ambiente, com o
tubo invertido sobre um papel de filtro. As amostras de RNA foram suspensas em 50u | de

agua deionizada e livre de RNAase, sendo entdo as amostras armazenadas a —70°C.
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Uma aliquota de 5 | foi utilizada para a obtengédo concentracdo de RNA/ul nas amostras,

determinada usando o aparelho GeneQuant (Pharmacia, USA) ,

v Reacdo de RT-PCR

O DNA complementar (cDNA) sintetizado através de uma reacdo de
transcricao reversa, com a utilizacdo de uma transcriptase reversa (Superscript Il, Gibco

Life Tech.) utilizando 5ug de RNA, de acordo com as especificagdes do fabricante.

v Reac6es de Real Time PCR

A expresséo quantitativa de genes de citocinas e quimiocinas foram analisada
através de reagdes de RealTimePCR, utilizando-se os sistemas SYBR Green e Tag-Man
em um aparelho GeneAmp 5700 (Applied Biosystems — USA). Primers adequados para
tal reagcéo foram criados a partir do programa Primer Express, especifico para tal tarefa.
Esse sistema realiza as reacdes de amplificacao e detecgéo e quantifica as amostras (ABI
Prism Software) através de nucleases fluorogénicas utilizadas na reacgdo, sendo tal
expressdo normalizada com base em controles endoégenos. O DNA complementar
sintetizado a partir do RNA mensageiro foi utilizado juntamente com reagentes SYBR
Green e Tag-Man Master Mix, como determinado pelo fabricante. A reagdo compreende
2minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C, e quarenta ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto
a 60°C. Nas reagdes com o SYBR Green, um ciclo final de vinte minutos com temperatura
crescente de 60 a 95°C, foi empregado para a obten¢&o de uma curva de dissociagdo dos

produtos da reacdo, utilizada para a analise da especificidade de amplificacdo. Os
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resultados foram analisados com base no valor de TC (threshold cicle) ou linha de corte,
definido apds a reacgdo, sendo este o ponto correspondente ao numero de ciclos onde a
amplificagdo atinge um dado limiar, que permite a analise quantitativa da expresséo do
fator avaliado.

Os primers foram desenvolvidos a partir das seqiiéncias de bases das
citocinas pré-determinadas, sendo que as citocinas estdo listadas abaixo com suas

respectivas sequiéncias de bases:

Nome: IL6 rattus.txt-36F Tm 80 Pb 102 Ta 59

Sequéncia: TCAACTCCATCTGCCCTTCAG

Nome: IL6 rattus.txt-137R
Sequéncia: AGGCAGTGGCTGTCAACAACA

Nome: IFN rattus.txt-182F Tm 78 Pb 125 Ta 57
Sequéncia;: GGCAAAAGGACGGTAACACGA

Nome: IFN rattus.txt-306R
Sequéncia: CAGGTGCGATTCGATGACACT

Nome: IL1b rattus.txt-855F Tm 82 Pb 162 Ta 60
Sequéncia: ACTTCACCATGGAACCCGTGT

Nome: IL1b rattus.txt-1016R
Sequéncia: GCCACGGTTTTCTTATG GCTC

Nome: TNF rattus.txt-43F Tm 84 Pb 128 Ta 62
Sequéncia: GAGGCTCTCCCCAAAAAGATG
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Nome: TNF rattus.txt-170R
Sequéncia: CCAATCACCCCGAAGTTCAGT

4.9 Analise Estatistica

Para comparacdo dos valores médios de peso, glicemia, niveis séricos de
calcio, fésforo, fosfatase alcalina, mieloperoxidase e expressao génica durante evolucao
da periodontite experimental foi utilizado teste ANOVA, enquanto para comparagédo dos
resultados entre os grupos estudados, foi utilizado o teste ANOVA (Tukey).

Foi obtido valor médio de perda 6ssea para os 3 exames de cada radiografia
do primeiro molar mandibular. O teste ndo-paramétrico Kruskal Wallis foi utilizado para
comparar a diferenca de perda éssea ocorrida entre os grupos experimentais em cada
periodo de avaliacdo (3° dia, 7° dia, 15° dia e 30° dia), e para comparar as diferencas

entre os periodos de avaliagdo em um mesmo grupo.
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5 Resultado

5.1 Analises dos parametros fisioldgicos e metabdlicos dos ratos

Considerando o estudo da influéncia do estado diabético na doencga periodontal
induzida por ligadura em ratos que ingeriram agua pode-se observar que os parametros
fisiologicos e metabdlicos sdo importantes para conhecimento do padrao comportamental

desses animais.

5.1.1 Peso corporal

O peso corporal dos animais apresentaram médias apresentaram média de peso
corporal de 143+14,5 gramas no dia em que foi realizada a inducao do diabetes (dia —4).
No momento de confirmagéo do estado diabético (dia —2 ou dia da glicemia), os animais
apresentaram média de peso de 163,1£11,5 gramas. Observou-se que 0s animais
apresentavam homogeneidade em relagdo ao peso corporal e tal fato mostrou-se
importante no pareamento do peso corporal dos ratos para realizagdo da indugdo da

doenca periodontal (baseline).

Pode-se observar um aumento gradual do peso corporal nos grupos | e lll nos
periodos experimentais tardios de 15 e 30 dias, em relacdo ao peso medido apos
confirmacgéo do estado diabético (dia -2). Em relagdo aos grupos diabéticos (Il e IV), pode-

se observar que ndo houve alteragéo significante do peso corporal durante os periodos
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experimentais 3, 7 e 15 dias, mas apresentaram aumento na média do peso corporal aos

30 dias em relagdo a todos os outros periodos estudados (Tabela 2).

Tabela 2 - Peso corporal em gramas (média + DP) dos grupos estudados nos periodos

experimentais

Periodos
Grupos

Dia -2 3 dias 7 dias 15 dias 30 dias

| 158+16.7% 1661423 240.1420.3°®  238.2+44.6™  346.3+32.9%
I 148+27.1% 161+35.2°*  160.6+32.5%  164.4+38.1% 182+45.8"
N 163.1+11.5% 187+17.4%  201.5+36.2"% 249+32.8% 359+39.7*

\Y; 150.4+16.9%° 153.3+27% 157425.4%% 158.7+24%¢ 240+100.2"™

a8 Médias seguidas de letras iguais, nas linhas, nao diferem entre si pelo teste Anova (t-Student)
ao nivel de 5%

“ Médias seguidas de simbolos iguais, nas colunas, ndo diferem entre si em cada periodo
correspondente, pelo teste Anova (t-Student) ao nivel de 5%

5.1.2 Glicemia sérica

Todos os animais foram analisados quanto a taxa glicémica no dia da confirmacao
do estado diabético (dia -2 ou glicemia) e no dia do sacrificio em todos os periodos
estudados (3°, 7°, 15° e 30° dia), mesmo nos ratos dos grupos | e lll, os quais sofreram

uma simulacao da técnica de indug¢éo do diabetes.
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Considerando-se diabéticos os animais com taxa glicémica acima de 280mg/dL,
pode-se dizer que, os animais dos grupos diabéticos (Il e IV) independente da presenca
de doencga periodontal induzida, apresentaram nivel glicémico de 350mg/ dL, sendo que
esses animais apresentaram perpetuacao desta condicao sistémica por todos periodos. O
grupo com diabetes (lI) apresentou maior taxa glicémica estatisticamente significante
(p<0.05) quando comparado ao grupo diabetes com doenca periodontal (IV), aos 3 e 30

apos inducao de periodontite (Tabela 3).

Tabela 3 - Valores de glicemia em mg/dL (média + DP) em todos periodos

experimentais de todos os grupos

Periodos

Grupos
Dia -2 3 dias 7 dias 15 dias 30 dias

| 165+12,7° 138,3+14,8°  140,2+13,9°  143,4+43,6° 155,4+17,5°
I 528,1+110,7° 605,9+171,6¢  327,1+95¢ 673+86,6° 1166+332,5%
I 160,7+7,3" 139+15,39  135,1+10,2°¢ 139+15,3¢ 149+21,9f

v 536,1+102,6" 468,7+164,4" 321,7+112,5' 640,2+102% 923,6+285,2"

% Letras diferentes, nas linhas, representam diferenga estatisticamente significante em relagdo aos
periodos de cada grupo, pelo teste Anova (t-Student) ao nivel de 5%

" Médias seguidas de simbolos, nas colunas, diferem entre os grupos correspondentes, em cada
periodo, pelo teste Anova (Tukey) ao nivel de 5%.
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5.1.3 Calcio sérico

Em relag&o aos niveis séricos de calcio, pode-se observar que nao houve diferenca
estatisticamente significante na concentracdo de calcio entre os grupos e periodos

estudados (p<0,05). Tais resultados podem ser observados na Tabela 4.

Tabela 4 - Concentracéo sérica de calcio em mg/dL (média + DP) nos periodos e fases

experimentais estudados

Periodos
Grupos
Dia -2 3 dias 7 dias 15 dias 30 dias
I 9,2+0,62 9,0+1,32 8,3+0,8°2 8,7+0,7°2 9,5+0,3°2
I 9,3+1,9° 9,140,9° 8,5+0,7° 8,840,6° 9,140,7°
1l 9,140,6 9,140,3° 8,4+0,6° 8,9+0,9° 8,9+0,6 °
\Y; 9,0+0,9¢ 9,2+1,6¢ 8,8+1,1¢ 9,0+1,2¢ 9,2+0,6¢

2 Letras diferentes, nas linhas, representam diferenca estatisticamente significante em
relagdo aos periodos de cada grupo, pelo teste Anova (t-Student) ao nivel de 5%
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5.1.4 Fosforo sérico

Em relacao a concentragédo de fosforo sérico, os resultados mostram que ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre grupos e periodos estudados (p<0.05). Esses

resultados podem ser observados na Tabela 5.

Tabela 5 - Concentracéo sérica de fésforo em mg/dL (média + DP) nos periodos e fases

experimentais estudados

Periodos
Grupos
Dia -2 3 dias 7 dias 15 dias 30 dias
I 8,7+1,3° 7,540,8%  8,3+0,5% 7,3+0,8%  7,3+0,6°
Il 7,541,7° 75+1,1°  7,6+1,3° 6,9+1,1°  7,3+2,9°
I 8,1+1,4° 7,9+0,1¢  7,74+0,9° 7,6+1,4°¢ 7,6+0,8°
\Y; 7,7+1,4¢ 74+08¢  7,1+09¢ 74+11¢ 7,7+0,9¢

® Letras diferentes, nas linhas, representam diferenca estatisticamente significante em
relagéo aos periodos de cada grupo, pelo teste Anova (t-Student) ao nivel de 5%
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5.1.5 Fosfatase alcalina

Em relacdo a fosfatase alcalina, os grupos de ratos diabéticos (Il e V)
apresentaram concentragdo sérica de fosfatase alcalina estatisticamente maior que

grupos nao-diabéticos no dia da glicemia (Dia -2) (p<0,05) (Tabela 6).

Tabela 6 - Concentragéo sérica de fosfatase alcalina em U/dL (média+DP) nos periodos e

fases experimentais estudadas

Periodos
Grupos

Dia -2 3 dias 7 dias 15 dias 30 dias

346,78+51,93° 23774395 268,1+60,3" 236445877 427441329
517,4+46,39" 844,6+124,5 779.9+218,6" 5105+2135" 8182+4951™
330,2+92.58° 226643717 238,8+436° 1555196 359742324

IV 601,3+107,9" 647,24270,8% 546,5+148,1" 6412+1154" 1414,9+1409,1°"

. | etras diferentes, nas linhas, representam diferenga estatisticamente significante em relagéo

aos periodos experimentais nos grupos, pelo teste ANOVA (Tukey) ao nivel de 5%.

* Simbolos diferentes, nas colunas, representam diferenca estatisticamente significante entre os
grupos, pelo teste ANOVA (Tukey) ao nivel de 5 %.
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O grupo diabético com doenga periodontal, (IV), apresentou aumento na

concentragdo sérica de fosfatase alcalina estatisticamente significante que os demais

grupos aos 30 dias (p<0,05) (Figura 1).

ALP sérica (U/dL)

Concentragao sérica de ALP

1600

1400

1200

1000
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400
200

7 15 30
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BGII ALP
OGlll ALP
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FIGURA 1 - Concentracao sérica de fosfatase alcalina (ALP).

* p<0,05; ** p<0,01

5.1.6 Niveis da atividade da mieloperoxidase tecidual

A quantidade de MPO (mieloperoxidase) liberada nos tecidos gengivais nos

diferentes grupos durante os periodos experimentais pode ser observada na Tabela 7. De

acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que os grupos com doenca
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periodontal induzida (lll e V) apresentaram aumento nos niveis de MPO estatisticamente

significante (p<0,05) se comparados com os demais grupos, em todos os periodos

experimentais.

O nivel de MPO liberado aos 7 dias foi estatisticamente significante (p<0,05)

quando comparado aos demais periodos e apresentaram maior liberacdo tecidual de

MPO aos 30 dias, se comparados aos periodos de 3 e 15 dias. Considerando ainda esses

grupos, observou-se que a liberagéo tecidual de MPO foi estatisticamente significante nos

grupos com periodontite induzida (lll e IV) (p<0,01) (Tabela 7).

Tabela 7 - Média (desvio-padrdo) da atividade de mieloperoxidase no tecido gingival

(U/mg) durante a periodontite experimental

Niveis de Mieloperoxidase (U/mg)

Grupos
3 dias 7 dias 15 dias 30 dias
| 100+13,4 * 1295%370,6 128,9+90,9 @ 857,5+148,3 ¢
I 44 4%3,7 °F 1704,344551,7 © 120,4+101 ¢ 1258,3+460 ™
1] 419,8#172,9  3518,1x1365,4"  1645,4+764,7*  2401,7£705,6 "
\Y 541,4+1842™  3704,2+1271,8™  2342+¢177,4°  2519,9+1378,7 P~

ab,c

. Médias seguidas de letras iguais, nas linhas, ndo diferem entre si dentro de cada grupo,

considerando os diferentes periodos experimentais, pelo teste Anova (Tukey) ao nivel de 5%

“ Médias seguidas de simbolos diferentes, nas colunas, representam diferenca significante entre os
grupos, em cada periodo, pelo teste Mann-Whitney, ao nivel de 5%
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5.1.7 Analise Macroscopica das alteragc6es morfoldgicas

Pode-se observar que ndo houve diferenga nas alteragbes da gengiva entre os
grupos nao-diabéticos (I) e diabéticos (lI) em todos os periodos experimentais, entretanto,
observou-se modificagcbes de presenga e ou auséncia de papila interproximal e contorno
ou posicdo da gengiva entre os grupos com doenca periodontal (Il e IV) e sem doenca
periodontal (I e Il). Deve-se salientar que todas as ligaduras permaneceram até o final de

cada periodo experimental.

As alteragbes morfolégicas gengivais sado exemplificadas por fotos
respresentativas de cada grupo de animais no periodo experimental de 3 dias. As
gengivas dos primeiros molares inferiores, nas regides vestibular, lingual e interproximal
dos animais dos grupos | e Il (sem ligadura) tinham aspectos clinicos semelhantes
(Figuras 2 e 3). A gengiva contornava a porgao cervical dos dentes, terminando em forma
afilada como borda de faca, com papilas interdentais nitidas assumindo formas
triangulares. Ja nos grupos lll e IV (com ligadura) as gengivas da regiao dos primeiros
molares inferiores, apresentavam-se com migragéo apical da margem gengival e auséncia

de papilas interdentais, tanto na face vestibular como na face lingual (Figuras 4 e 5).

Durante o processo de desenvolvimento da periodontite experimental nos grupos
Il e IV, macroscopicamente, pode-se observar a perda de insergéo, caracterizada pelo
afastamento entre a gengiva marginal e o dente a partir do 3° dia de colocagédo da
ligadura, se comparado aos grupos | e Il (Figuras 6 e 7). No 7° dia de permanéncia da

ligadura, pode-se observar maior migracdo apical e perda do contorno da gengiva
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marginal nos grupos com periodontitie induzida (Il e IV), se comparado aos grupos sem
periodontite induzida (I e IlI) (Figuras 8 e 9). Essas caracteristicas mostraram-se
acentuadas nos periodos experimentais tardios de 15 e 30 dias. No 15° dia, observou-se
exposicao radicular, perda tecidual e éssea nas faces livres (Figuras 10 e 11). Enquanto
que no 30° dia, observou-se perda tecidual e 6ssea com maior acometimento das faces

livres e interdental e, em alguns casos, envolvimento da regido de furca (Figuras 12 e 13).
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.-

FIGURA 2 - Aspecto macroscopico de FIGURA 3 - Aspecto macroscépico de
hemimandibula de rato ndo-diabético sem hemimandibula de rato diabético sem
doenca periodontal — Grupo | (3 dias). doenca periodontal — Grupo Il (3 dias).

FIGURA 4 - Aspecto macroscopico de FIGURA 5 - Aspecto macroscopico de
hemimandibula de rato n&o-diabético com hemimandibula de rato diabético com

doenca periodontal — Grupo Il (3 dias). doenca periodontal — Grupo IV (3 dias).



FIGURA 6 - Aspecto macroscoépico de
hemimandibula de rato sem doenca
periodontal (3 dias).

ok
FIGURA 8 - Aspecto macroscépico de

hemimandibula de rato sem doenca
periodontal (7 dias).
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FIGURA 7 - Aspecto macroscopico de
hemimandibula de rato com doenca
periodontal (3 dias).

FIGURA 9 - Aspecto macroscépico de
hemimandibula de rato com doenca
periodontal (7 dias).



FIGURA 10 - Aspecto macroscépico
de hemimandibula de rato sem
doencga periodontal (15 dias).

FIGURA 12 - Aspecto macroscopico
de hemimandibula de rato sem
doenca periodontal (30 dias).
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FIGURA 11 - Aspecto macroscopico
de hemimandibula de rato com
doenga periodontal (15 dias).

FIGURA 13 - Aspecto macroscépico
de hemimandibula de rato com
doenca periodontal (30 dias).
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A distadncia em milimetros da JCE a crista 6ssea dos grupos estudados obtida

radiograficamente foi utilizada como indicativa da perda 6ssea. Pode-se dizer que nos

grupos sem doenga periodontal (I e Il), o grupo diabético (Il) apresentou maior perda

6ssea, medida em milimetros, estatisticamente significante (p<0,05) quando comparado

ao grupo | nos periodos tardios de 15 e 30 dias. Os grupos com doenga periodontal

induzida (Il e 1V) apresentaram maior perda 6ssea quando comparados aos grupos | e |l,

sendo significante no 3 ° dia (p<0,05). Além disso, observou-se que o grupo diabético com

doencga periodontal induzida, (IV), apresentou maior reabsor¢do da crista alveolar, se

comparado aos demais grupos, sedo significante no 15° e 30 ° dias (p<0,05). Os grupos Il

e lll apresentaram perda 6ssea semelhante no 7°, 15° e 30° dias (Tabela 8).

Tabela 8 - Média e desvio-padrao (DP) da perda 6ssea alveolar (mm) medido em analise

radiografica da distancia entre JCE a crista éssea dos grupos estudados nos

periodos experimentais

Perda 6sse alveolar (mm)

Groups
3 dias 7 dias 15 dias 30 dias
| 1,63£0,5 2“ 2,30£0,8°°¢ 2,57+0,4 °° 2,97+0,4 °7
I 1,810,5 ¢ 2,41+1,49° 3,20£0,5°° 3,43%0,5°"
1] 2,300,2 " 2,87+1,19° 3,37%0,2 %¢ 3,560,4 9"
IV 2,75¢0,3 " 3,10£1,3'¢ 4,35+0,2 ' 4,70£0,2 "

@ Médias seguidas de letras diferentes, nas linhas, diferem entre si pelo teste Anova (Tukey) ao

nivel de 5%

“ Médias seguidas de simbolos iguais, nas colunas, ndo diferem entre si em cada periodo

correspondente, pelo teste Kruskal-Wallis ao nivel de 5%.
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5.1.9 Citocinas

Cinética da expresséao de IL-6 nos tecidos periodontais dos grupos em

todos os periodos de evolucéo da periodontite experimental

Avaliando o padrdo comportamental dos grupos em cada periodo
experimental, os resultados demonstram que no periodo inicial de 3 dias da indug¢édo da
periodontite experimental, o grupo diabetes com periodontite induzida (IV), apresentou
significante expressao de IL-6 se comparado aos demais grupos (I, Il e lll) (p<0,01). No
7° dia foi observada expressdo de IL-6, significantemente menor no grupo I, quando
comparado aos demais grupos (p<0,05). Enquanto que, o grupo IV apresentou expressao
de IL-6 estatisticamente superior aos demais grupos (p<0,01). Aos 15 dias houve uma
elevacdo dos niveis de IL-6 tecidual, sendo que os grupos I, Il e lll apresentaram niveis
semelhantes entre si. Diferente do grupo IV, o qual apresentou significante nivel de IL-6
em relagdo aos demais grupos (p<0,05). Aos 30 dias, o grupo IV continuou apresentando
significante nivel de IL-6 em relacdo aos demais grupos (I, Il e Ill). Em relagcdo ao grupo
com diabetes induzida (ll), pode-se observar que durante os periodos experimentais
iniciais de 3 e 7 dias, estes apresentaram niveis inferiores de IL-6 quando comparados
aos grupos com periodontite induzida (lll e IV) e controle (I) e niveis semelhantes ao do
grupo controle (1) nos periodos de 15 e 30 dias (Figura 14).

Durante a evolugdo da periodontite experimental (3°, 7°, 15° e 30° dia), o
grupo controle (1), apresentou manutengao nos niveis de expresséo de IL-6. Enquanto os
grupos I, 1ll e IV, apresentaram aumento estatisticamente significante (p<0,05) da
expressdo de IL-6 no 30° dia do inicio do desenvolvimento da periodontite experimental

(Figura 15).
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FIGURA 14 - Cinética da expressao de IL-6 nos tecidos periodontais dos grupos em

todos os periodos de evolucdo da periodontite experimental. Amostras de tecidos

gengivais, foram coletadas, o RNA total extraido e os niveis de expressao de IL-6 foram

analisados por Real-Time PCR. Os resultados representam os valores da média + desvio-

padrdo, da intensidade de expressdo de mRNA para o gene alvo, normalizado pela

expressdo de GAPDH, obtido de 3 animais em cada grupo e periodo. * p<0,05 e **

p<0,01, representam diferenca significante entre os grupos, em cada periodo.
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FIGURA 15 - Cinética da expressao de IL-6 nos tecidos periodontais dos grupos em
todos os periodos de evolucdo da periodontite experimental. Amostras de tecidos
gengivais, foram coletadas, o RNA total extraido e os niveis de expressao de IL-6 foram
analisados por Real-Time PCR. Os resultados representam os valores da média + desvio-
padrdo, da intensidade de expressdo de mRNA para o gene alvo, normalizado pela
expressdo de GAPDH, obtido de 3 animais em cada grupo e periodo. * p<0.05,
representam diferenga significante entre os periodos de evolugdo da periodontite

experimental em cada grupo.
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Cinética da expresséo de IL-1B nos tecidos periodontais dos grupos em

todos os periodos de evolucdo da periodontite experimental

Avaliando o padrdo comportamental dos grupos em cada periodo
experimental, pode-se dizer que no periodo inicial de 3 dias da indugédo da periodontite
experimental, o grupo controle (l), apresentou significante expresséo de IL-1p se
comparado aos demais grupos ( Il, lll e IV) (p<0,05). No 7° dia foi observada, significante
expressao de IL-1p, nos grupos |, lll e IV, quando comparado ao grupo com diabetes (ll)
que continuou com reduzida expressdo de IL-1B (p<0,05). Aos 15 dias houve uma
elevacao dos niveis de IL-15 tecidual, sendo que os grupos Il, lll e IV apresentaram niveis
semelhantes, enquanto o grupo |, apresentou-se estatisticamente maior que os demais
grupos (p<0,05). Aos 30 dias, os grupos Il e lll apresentaram elevacgao no nivel de IL-1B
tecidual, entretanto, o grupo lll, apresentou-se significante se comparado ao grupo IV
(Figura 16).

Durante a evolugdo da periodontite experimental (3°, 7°, 15° e 30° dia), o
grupo controle (l), apresentou manutengédo nos niveis elevados de expressado de IL-1.
Enquanto os grupos Il e lll apresentaram aumento significante da expressao de IL-1p no
30° se comparado aos periodos inicias (3° e 7°). O grupo IV apresentou elevagdo da
expressao de IL-13 no 7° dia se comparado ao 3° dia, no entanto, este nivel de expressao
foi mantido sem significantes alteragbes durante os periodos subsequentes (15 e 30 dias)

(Figura 17).



62

IL-1beta IL-1beta
6.00 7.00
g * S * *
x T _ 6.00
E £ 5.00 E-6 I
88 2 & 5.00 k3
@ < 4.00 A 0 W
[CNO} SN0}
So 5 o 4.00
3 g 3.00 5T
o X _ & N 3.00
o g 2.00 H o g
g E \ - 5 £ 2.00 1 T
s 2 HHH g S
S e HH o £ T
5 € 100 \ 2= 1.00 \ :
2 HH I
£ 000 A\ £ 0.00 k
[ 1 I 1 I AV | In 1w
3 dias 7 dias
IL-1beta IL-1beta
< 7.00 N < 9.00 *
T 6.001 g 8.00 | |I
S T EZ 700 T
% @ 5.00 < 88
@ 5 400 2 z(r) 6.00
2o ™ o S o 5.00
X © x
o 8 3,00 ® 8 400 N== T
58 == -k \ '
5 E 200 2 g 3.00
s 8 S 8 2.00
2~ 100 2% 00
2 g :
= 0.00 \ = 0.00 M
| I 1w | I 1w
15 dias 30 dias

FIGURA 16 - Cinética da expresséo de IL-1 beta nos tecidos periodontais dos
grupos em todos os periodos de evolugcdo da periodontite experimental. Amostras
de tecidos gengivais, foram coletadas, o RNA total extraido e os niveis de expressao de
IL-1 beta foram analisados por Real-Time PCR. Os resultados representam os valores da
média = desvio-padrdo, da intensidade de expressdo de mRNA para o gene alvo,
normalizado pela expressao de GAPDH, obtido de 3 animais em cada grupo e periodo. *

p<0,05, representam diferenca significante entre os grupos, em cada periodo.
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FIGURA 17 - Cinética da expressao de IL-1 beta nos tecidos periodontais dos
grupos em todos os periodos de evolucdo da periodontite experimental. Amostras
de tecidos gengivais, foram coletadas, o RNA total extraido e os niveis de expressao de
IL-1 beta foram analisados por Real-Time PCR. Os resultados representam os valores da
média *+ desvio-padrdo, da intensidade de expressdo de mRNA para o gene alvo,
normalizado pela expressdo de GAPDH, obtido de 3 animais em cada grupo e periodo. *
p<0.05, representam diferenca significante entre os periodos de evolugéo da periodontite

experimental em cada grupo.



Cinética da expressao de TNF-a nos tecidos periodontais dos grupos em

todos os periodos de evolucéo da periodontite experimental

Avaliando o padrdo comportamental dos grupos em cada periodo
experimental, pode-se dizer que no periodo inicial de 3 dias da indugédo da periodontite
experimental, o grupo diabetes com periodontite induzida (IV), apresentou significante
expressdo de TNF-a se comparado aos grupos Il e Il (p<0,05), enquanto que o grupo |
(controle), apresentou significante expressao de TNF-o. se comparado a todos os grupos
(I, 1l e 1IV) (p<0,01). No 7° dia foi observada significante expressao de TNF-a nos grupos:
controle (I) e periodontite induzida (lll) (p<0,05). Aos 15 dias houve uma elevacdo dos
niveis de TNF-a tecidual nos grupos Il e IV, sendo que os grupos | e IV apresentaram
significante expressédo de TNF-a se comparado aos demais grupos (Il e Ill) (p<0,05). Aos
30 dias, o grupo | apresentou expressdo de TNF-a estatisticamente significante (p<0,05),
se comparado aos demais grupos (Il, lll e IV) (Figura 18).

Durante a evolugdo da periodontite experimental (3°, 7°, 15° e 30° dia), o
grupo controle (1), apresentou manutencao dos niveis elevados de expressado de TNF-a.
Enquanto os grupos Il e IV apresentaram aumento significante da expressao de TNF-a a
partir do 15° dia em relagdo aos outros periodos. O grupo lll apresentou elevagido da
expressdo de TNF-a no 7° dia se comparado ao 3° dia. Esta expressdo sofreu reducao

nos periodos subseqientes (15 e 30 dias) (Figura 19).
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FIGURA 18 - Cinética da expressao de TNF- alfa nos tecidos periodontais dos

grupos em todos os periodos de evolucdo da periodontite experimental. Amostras

de tecidos gengivais, foram coletadas, o RNA total extraido e os niveis de expressao de

TNF- alfa foram analisados por Real-Time PCR. Os resultados representam os valores da

média *+ desvio-padrdo, da intensidade de expressdo de mRNA para o gene alvo,

normalizado pela expressao de GAPDH, obtido de 3 animais em cada grupo e periodo. *

p<0,05, representam diferenca significante entre os grupos, em cada periodo.
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FIGURA 19 - Cinética da expressdo de TNF- alfa nos tecidos periodontais dos
grupos em todos os periodos de evolucdo da periodontite experimental. Amostras
de tecidos gengivais, foram coletadas, o RNA total extraido e os niveis de expressao de
TNF- alfa foram analisados por Real-Time PCR. Os resultados representam os valores da
média = desvio-padrdo, da intensidade de expressdo de mRNA para o gene alvo,
normalizado pela expressdo de GAPDH, obtido de 3 animais em cada grupo e periodo. *
p<0.05, representam diferenca significante entre os periodos de evolugéo da periodontite

experimental em cada grupo.
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Cinética da expressao de IFN-y nos tecidos periodontais dos grupos em

todos os periodos de evolucdo da periodontite experimental

Avaliando o padrdo comportamental dos grupos em cada periodo
experimental, pode-se dizer que no periodo inicial de 3 dias da indugédo da periodontite
experimental, o grupo controle (I), apresentou significante expressdo de IFN-y se
comparado aos demais grupos (ll, lll e IV) (p<0,05). No 7° dia foi observada, significante
expressao de IFN-y no grupo IV quando comparados a todos os grupos, incluindo o grupo
I, que também encontrava-se elevado (p<0,01). Aos 15 dias os niveis de TNF-a tecidual
nos grupos | e IV eram significantes aos demais grupos (Il e Ill) (p<0,05). Aos 30 dias, os
grupo |, lll e IV apresentaram expressédo de IFN-y significante se comparado ao grupo Il
(p<0,05) (Figura 20).

Durante a evolugdo da periodontite experimental (3°, 7°, 15° e 30° dia), o
grupo controle (I), apresentou elevagéo dos niveis de expressao de IFN-y a partir do 15°
dia, mas sem diferenca estatistica. Os grupos Il e IV apresentaram significante aumento
na expressao de IFN-y a partir do 7° dia em relacao aos outros periodos. Entretanto, no
grupo Il houve uma redugao dos niveis nos periodos de 15 e 30 dias. Enquanto no grupo
IV houve um aumento nos niveis de expressido de IFN-y nos periodos subsequentes. O

grupo Il apresentou significante expressao de IFN-y somente aos 30 dias (Figura 21).
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FIGURA 20 - Cinética da expressao de IFN-gama nos tecidos periodontais dos
grupos em todos os periodos de evolugcdao da periodontite experimental.
Amostras de tecidos gengivais, foram coletadas, o RNA total extraido e os niveis de
expressdo de IFN-gama foram analisados por Real-Time PCR. Os resultados
representam os valores da média + desvio-padrdo, da intensidade de expresséo de
MRNA para o gene alvo, normalizado pela expressdo de GAPDH, obtido de 3 animais
em cada grupo e periodo. * p<0,05, representam diferenca significante entre os

grupos, em cada periodo.
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FIGURA 21 - Cinética da expressdo de IFN-gama nos tecidos periodontais dos
grupos em todos os periodos de evolugcdo da periodontite experimental.
Amostras de tecidos gengivais, foram coletadas, o RNA total extraido e os niveis de
expressdo de IFN-gama foram analisados por Real-Time PCR. Os resultados
representam os valores da média + desvio-padrédo, da intensidade de expresséo de
MRNA para o gene alvo, normalizado pela expressdo de GAPDH, obtido de 3 animais
em cada grupo e periodo. * p<0.05, representam diferenca significante entre os

periodos de evolugao da periodontite experimental em cada grupo.



6 Discusséao

A andlise da literatura disponivel, demonstra uma preocupagéo constante
dos pesquisadores em ampliar os conhecimentos a respeito do estudo da patogénese
da doenca periodontal e do diabetes. Estudos epidemioldgicos tém demonstrado uma
correlacdo positiva entre diabetes, prevaléncia e severidade da doenga periodontal
(Grossi, 2001; Benatti et al., 2003; Holzhausen et al., 2004).

Levando em consideracdo os resultados metabdlicos, pode-se dizer
quanto aos parametros peso corporal (Tabela 2) e glicemia (Tabela 3), que o
experimento da inducdo de doencga periodontal foi iniciado com adequado pareamento
dos animais em todos os grupos e periodos. Desta maneira, os grupos Il e IV
apresentavam-se com um quadro diabético semelhante e um nivel glicémico
considerado de diabetes severo. Além disso, pode-se dizer que todos os ratos com
diabetes induzido mantiveram esta condigéo até o final do experimento, independente
do grupo ou periodo analisado.

Para a indugdo do diabetes foi utilizado a droga estreptozotocina.
Antibiético este, capaz de promover destruicdo seletiva das células 3 do pancreas e
consequente diminuicdo da secrecao de insulina, ocasionando assim, um acumulo de
glicose no sangue (Pepato et al., 1996; 2002), fato este que justifica a metodologia
empregada.

Segundo alguns autores (Hough et al., 1981; Lassila, Virtanen, 1989) um
dos efeitos do diabetes induzido por estreptozotocina é a perda de peso corporal. Fato
este que possivelmente pode explicar o equilibrio de peso corporal e estatisticamente
nao significante dos grupos diabéticos (Il e IV) nos periodos experimentais de 3, 7, e

15 dias, independente da presencga da doencga periodontal (Tabela 2). Os resultados



do presente estudo ndo concordam com os resultados obtidos no estudo de Mishima
et al. (2002) no qual ao comparar os pesos corporais entre os grupos de ratos
diabéticos e ndo-diabéticos, em um periodo experimental de 24 dias, observaram uma
perda de peso nos animais diabéticos enquanto nos nao-diabéticos, houve um ganho
de peso.

Outro fator que possivelmente pode ter afetado o peso corporal dos
animais diabéticos foi a hiperglicemia, que apresentou variagdo entre 321,7 e
1166mg/dL de soro durante o experimento (Tabela 3), sendo considerado diabetes
severo acima de 280mg/dL. Evidéncias suportam a idéia de que a hiperglicemia € um
dos possiveis fatores responsaveis pelo desencadeamento das complicagbes
diabéticas, como por exemplo, a perda de peso (Lalla et al., 2000).

O modelo experimental de doenga periodontal associado ao diabetes tem
sido foco de estudos em animais com intuito de elucidar o efeito do diabetes sobre o
periodonto (Doxey et al., 1998; Lalla et al., 2000). Tal fato justifica o interesse do
presente estudo em conhecer alguns parametros fisiologicos e metabdlicos e seus
padrées comportamentais em ratos diabéticos com doencga periodontal induzida.

Muitos disturbios endocrinolégicos como, por exemplo, o diabetes
apresentam como determinantes bioquimicos de altera¢cdes metabdlicas e Osseas, a
analise sérica de calcio, fosforo e atividade da fosfatase alcalina (Lassila, Virtanen,
1989).

Os resultados do presente trabalho mostraram niveis séricos de calcio
similares entre os grupos estudados em todos os periodos (Tabela 4), e estdo de
acordo com os estudos de Lassila, Virtanen (1989), que em suas investigagbes
bioquimicas, observaram que os valores séricos de calcio entre os grupos diabéticos e

ndo-diabéticos estudados, eram semelhantes. Entretanto, diferem dos achados de



Hough et al. (1981) e, Pepato et al. (2002) que relataram que ratos diabéticos
induzidos por estreptozotocina exibem hipercalcemia, hiperfosfatemia, hipercalciuria e
fosfaturia. Entretanto, no presente estudo, ndo foi realizada coleta de urina para
analise da concentracéo de ions na mesma.

Além disso, tais ions (calcio e fosforo) apresentam-se associados ao
metabolismo &ésseo, participando do processo de mineralizagdo (Arana, Katchburian,
1999).

Acredita-se que em situagdes fisioldégicas normais, a formagédo 6ssea e a
progressao de reabsorcéo estdo em equilibrio, reguladas de modo que, a reabsorcao
Ossea pelos osteoclastos precede uma nova formagao 6ssea por osteoblastos (Cueto-
Manzano et al., 1999). A presenca do diabetes, entretanto, induz a um desequilibrio
neste dinamico ciclo de remodelagdo, com a reabsorcdo excedendo a formacgao
ossea.

A similaridade de resultado entre os grupos e periodos também foi
observada em relacdo aos niveis séricos de fésforo (Tabela 5), os quais
apresentaram-se semelhantes independente da presenca do diabetes, da presencga de
doenca periodontal ou até mesmo do tempo de evolugdo da mesma. Dessa forma, tais
resultados podem ser hipoteticamente explicados por aumento da excregao urinaria de
célcio e fésforo geralmente encontrada nos animais diabéticos, apesar de nao ter sido
realizado esta analise no presente estudo. Um possivel comprometimento do figado
pode também participar do processo, uma vez que em condi¢gbes fisiologicas, este
mineral € excretado por este 6rgéo que apresenta suas fungdes metabdlicas alteradas
pelo diabetes (Lalla et al., 2000).

A fosfatase alcalina (ALP) é caracterizada como um marcador de fenétipos

de osteoblastos, contribuindo assim para formagdo Ossea no processo de



remodelagdo, sendo excretada na fase de maturagéo dos osteoblastos (Wong et al.,
1999). Como no diabetes o “turn-over” 6sseo esta desequilibrado, ocorre maior
reabsorgéo 6ssea. Pode-se dizer que o estimulo para migragéo osteoblastica continua,
sugerindo a elevada taxa de ALP sérica expressa nesses animais diabéticos com
doenca periodontal induzida (Owen et al., 1998).

A atividade sérica de ALP encontrada neste estudo (Tabela 6 e Figura 1) é
condizente com achados da literatura como no estudo de Gonzalez, Fevery (1992), no
qual os autores afirmam ocorrer uma elevacao sérica da enzima (ALP) em ratas com 2
semanas de diabetes. Nos estudos de Koyama et al. (1998), o aumento sérico de ALP
também foi observado em ratos diabéticos, induzido tanto pela estreptozotocina como
por aloxana.

Alguns autores (Nishimura et al., 1998; Salvi et al., 1998; Lalla et al., 2000)
acreditam que no diabetes além do defeito na fungdo e quimiotaxia dos leucocitos
(PMNss) e da alteragdo de sintese e metabolismo do colageno, a destruigdo periodontal
pode ser explicada como resultado indireto do estado hiperglicémico (Lalla et al.,
2000), que pode afetar a resisténcia do hospedeiro frente ao biofilme.

Autores como Holzhausen et al. (2004) utilizaram a medi¢c&do da atividade
de mieloperoxidase (MPO) como parametro inflamatério da migracado de granulécitos
nos tecidos. No presente estudo pode-se observar um pico de elevagédo de atividade
de mieloperoxidase aos 7 dias ap6s colocagédo da ligadura nos grupos com doenga
periodontal induzida (lll e IV), independente da presenca do diabetes (Tabela 7). Este
fato pode ser explicado devido aos neutrofilos constituirem as células representativas
da primeira linha de defesa do organismo frente a estimulos inflamatorios. Além disso
no estudo de Dennison, Van Dyke (1997) os autores relatam que a MPO e PGE,

representam a resposta inflamatério aguda do hospedeiro, e sugerem a participagéo



das mesmas no desequilibrio do metabolismo 6sseo. Quando os neutréfilos migram
para os sitios inflamados, sao liberados componentes celulares e enzimas que atuam
nos tecidos adjacentes sobre outras células e microrganismos na tentativa de controlar
a inflamacgao (Bradley et al., 1982). A mieloperoxidase (MPO) é uma dessas enzimas
liberadas principalmente pelos neutréfilos que tem demonstrado propriedades
antimicrobianas e citotoxicas, bem como habilidade de inativar fatores quimiotaticos
que podem limitar a migracao de neutréfilos (Klebanoff, 1968). Este fato pode explicar
a diminuicdo da quantidade de neutréfilos apds os periodos iniciais da inflamacgao e
consequente migracdo de outras células de defesa como mondécitos e macréfagos
(Bradley et al., 1982).

Nos periodos tardios (15 e 30 dias), os niveis teciduais de MPO
apresentaram um aumento progressivo que pode ser explicado pela crescente
migracdo de mondcitos e macréfagos, que apresentam consideravel atividade de
peroxidases (Bradley et al., 1982). Entretanto, no grupo diabético com doenca
periodontal induzida (IV), observa-se menor expressdo de MPO, provavelmente pelo
fato de apresentar alteracdo na sintese e secrecdo de citocinas pré-inflamatérias
devido possivelmente, ao acumulo de AGEs, a falhas no processo de ativagdo das
células Th1 e Th2 e consequiente, deficiéncia na interacao entre células T e monécitos,
macrofagos, fibroblastos e células endoteliais, fato este, ainda nao esclarecido.

Além da atuagdo das peroxidases, o infiltrado neutrofilico pode
desencadear a liberagdo de numerosos mediadores inflamatérios incluindo citocinas e
prostaglandinas que além de perpetuarem a inflamagédo, promovem um desequilibrio
no metabolismo 6sseo, estimulando a liberagéo de osteoclastos (Dennison, Van Dyke,
1997) o que pode justificar a presencga de reabsorgcédo 6ssea, vista radiograficamente,

nos grupos com periodontite induzida (11l e 1V) (Tabela 8).



No presente estudo, o modelo de doenga periodontal induzida
desenvolvido por meio da técnica de colocagcdo de ligadura ao redor do dente foi
utilizado devido a facilidade de realizagdo, padronizacdo da técnica e maior
confiabilidade no desenvolvimento da doenca periodontal (Johnson, 1975; Nassar et
al., 2003; 2004). Este modelo de inducao de doencga periodontal é caracterizado por
um acumulo progressivo de biofilme bacteriano na ligadura e conseqiiente aumento do
infiltrado inflamatério, ocasionando assim, destruicdo dos tecidos periodontais (tecido
conjuntivo e 6sseo).

O desenvolvimento da periodontite experimental foi confirmado pela
presenca de perda Ossea, vista radiograficamente no grupo com doencga periodontal
induzida (Il e IV) (Tabela 8). Nossos resultados podem ser confirmados pelos estudos
de outros autores (Nassar et al., 2003; 2004) que observaram perda 6ssea alveolar
nos grupos com doenca periodontal induzida, sendo maior aos 30 dias.

A analise radiografica demonstrou perda o6ssea semelhante entre os
grupos diabético sem doenga periodontal (Il) e ndo-diabético com doencga periodontal
(Il em todos os periodos estudados (Tabela 8). Esses resultados estdo de acordo
Hough et al., 1981; Goodman, Hori, 1984; Mishima et al., 2002 que sugerem que a
prépria inducdo do diabetes além de causar alteracbes Osseas, pode promover uma
reducdo no numero de osteoblastos, levando ao comprometimento do metabolismo
6sseo, reduzindo ou até impedindo uma neoformacao 6ssea.

Mishima et al. (2002), observaram histomorfometricamente que a indugao
do diabetes por estreptozotocina leva a uma redugdo nos niveis de formacéo Ossea,
sugerindo reducdo do metabolismo 6sseo. Os autores ainda relataram que apos
tratamento com insulina, os ratos diabéticos apresentaram normalizagao das medi¢des

do “turn-over” do osso alveolar. Segundo Wilson, Kornman, 1996, € estabelecido que



nem todo acumulo de biofilme leva ao desenvolvimento e progressdo da doenca
periodontal, pois & conhecido cientificamente, que outros fatores apresentam um
importante papel na maior susceptibilidade de alguns individuos a doencga periodontal,
justificando assim a perda éssea no grupo de ratos diabéticos com doenca periodontal
(IV).

O conhecimento e entendimento da resposta do hospedeiro no processo
inflamatério da doenca periodontal se mostram importante, tanto nos processos
biolégicos basicos, quanto na aplicabilidade clinica, aprimorando o diagnéstico, fatores
desencadeantes e/ ou agravantes e possiveis opgbes de tratamento das doencgas
periodontais inflamatérias.

Em um estudo com ratos de 5 semanas de vida, Klausen (1991)
demonstrou que estes apresentavam todos os molares erupcionados e esses dentes
sofriam com a idade, erupg¢do passiva e continua remodelacdo do osso alveolar.
Desse modo, a distancia entre a juncdo cemento-esmalte (J.C.E.) e a crista 6ssea
alveolar pode apresentar um aumento fisiolégico dependente da idade. Tal fato pode
justificar a presenca de perda 6ssea observada radiograficamente no grupo controle
(), visto que os animais utilizados no presente estudo possuiam tempo de vida
semelhante.

Apesar do sucesso da indu¢ao de doenca periodontal por ligadura, este
modelo experimental ainda é questionado. Nyman et al. (1979), sugerem que a
colocacgéo de ligadura leva invariavelmente a uma injuria traumatica e, que apenas
secundariamente, atua como fator retentivo de biofilme bacteriano. Dessa forma,
explicaria os resultados macroscépicos obtidos no presente estudo, no 3° dia de
colocagdo da ligadura, onde observou-se alteragdo tecidual caracterizada por

afastamento da gengiva marginal do dente (Figura 7). Esses resultados podem ser



confirmados por outros autores (Sallay et al., 1982), que avaliando a destruigédo
periodontal decorrente da colocacao de ligadura juntamente com a administracado de
antibidticos e clorexidina para o controle do biofilme bacteriano, observaram inibigéo
da perda o6ssea alveolar, demonstrando o carater infeccioso da periodontite
experimental.

Ainda assim, os resultados macroscopicos apresentados no presente
estudo, sugerem que a colocacao da ligadura ao redor do dente do animal provocou
alteracdes significantes nas caracteristicas macroscépicas da gengiva, independente
do estado diabético (Figuras 4 e 5). Os achados do presente estudo concordam com o
estudo de Holzhausen et al. (2002), no qual os autores afirmaram que no
desenvolvimento da doenga periodontal inflamatéria induzida, o acumulo de biofilme
nas superficies dentais proximas a gengiva, € a causa direta da inflamacao
periodontal. Entretanto, no presente estudo, o acumulo de biofilme bacteriano n&o foi
avaliado quantitativa e nem qualitativamente. Dessa forma, a severidade da destruicao
tecidual observada macroscopicamente (Figuras 11 e 13) nos periodos tardios dos
grupos com doenca periodontal induzida (lll e IV) pode ser causada pelo continuo
estimulo infeccioso.

A alta susceptibilidade do diabetes a infec¢des pode estar relacionada aos
mecanismos de defesa deste tipo de hospedeiro, que é reconhecidamente deficiente.
Segundo Nassar et al., 2006; Ishikawa, 2007, demonstraram que a atividade biologica
de uma variedade de citocinas pode afetar diretamente a destruicdo periodontal em
individuos diabéticos, entretanto, os mecanismos ainda ndo s&o totalmente
conhecidos.

Em pacientes diabéticos a progressdo da periodontite severa com perda

das estruturas de suporte tem sido observada com freqiiéncia. Numerosos fatores tem



sido associados a essa massiva destruicdo incluindo, defeito na fungao e quimiotaxia
dos PMNSs, alteracdo no metabolismos do colageno e estimulada secrecdo de
mediadores inflamatorios e destrutivos como as citocinas, TNF-a, IL-13, IL-6, IFN-y e
PGE,, em resposta a um estimulo de endotoxina bacteriana (Lalla et al., 1998;
Nishimura et al., 1998; American Academy of Periodontology, 2000; Salvi et al., 1998).

Sjostrom et al. (2000) demonstraram que a patogénese da doenga
periodontal € mediada pela liberagao local de citocinas inflamatérias, como IL-1 e IL-6,
dentre outras substancias capazes de estimular a reabsor¢do éssea in vitro e in vivo.
Recentemente outros autores (Lin et al., 2005) mostraram que a producgdo de IL-6 esta
positivamente correlacionada com a severidade da doenga periodontal, sugerindo sua
participagdo na modulagao da cascata inflamatoria da periodontite crénica. Takahashi
et al. (1994) demonstraram um aumento notavel, nos niveis de IL-6 em cultura de
fibroblastos e macréfagos e sugeriu existir forte associacdo entre a presencga de IL-6,
inflamagéo periodontal e perda dssea alveolar. Salvi et al. (1998) demonstraram que a
alta concentracdo de AGEs (produtos finais da glicosilagdo) estimulam a migracdo e
imobilizagdo de macréfagos nas areas inflamadas, levando a maior liberacdo de
citocinas pré-inflamatérias (IL-6 e TNF-a). Sugerindo uma alteragdo na capacidade
dos macrofagos de realizar uma renovacao tecidual normal. Esses achados podem
justificar os resultados apresentados no presente estudo, onde a expressao de IL-6
nas bidpsias gengivais dos animais submetidos a indugdo de periodontite
experimental, encontravam-se elevadas nos periodos tardios de indugdo da doencga
(15° e 30°) e exacerbadas no grupo (IV). Confirmando uma possivel associagdo dos
achados génicos com significante perda tecidual e 6ssea.

Nos estudos de Araya et al. (2003) comparando os niveis de IL-6

secretados por mondcitos do sangue apoés estimulo com LPS, os autores observaram



expressao significante de IL-6 nas culturas dos pacientes diabéticos, indepedente da
presenca de periodontite. Sugerindo que a elevada expressao de IL-6 observada em
pacientes com diabetes, pode ser hipoteticamente explicada pelo préprio processo
auto-imune do diabetes tipo 1. Este relato € questionavel visto que € uma hipétese
contraria aos estudos de Pickup et al. (2000), os quais apresentaram resultados
relacionando o diabetes com baixos niveis de IL-6. Reforcando ainda esta idéia, pode-
se sugerir no presente estudo, que os elevados niveis de expressao de IL-6 estavam
associados a presenca do processo inflamatoério e destrutivo da periodontite e ndo a
alteragdo sistémica ocasionada pelo diabetes induzido por streptozotocina. No
presente estudo, nos grupos com diabetes induzido foi observado uma menor
expressao nos niveis de IL-6.

Duarte et al. (2007) observaram em estudo com pacientes portadores de
diabetes tipo 1 e doencga periodontal crdnica, baixos niveis tecidual e no fluido gengival
de IL-1B. Os autores sugerem que a modulacdo da doencga periodontal associada ao
diabetes, provavelmente n&o envolve IL-1B3. No presente estudo os resultados
apresentados estdo de acordo com o autor, ja que os niveis de mRNA para IL-1p
foram encontrados em niveis baixos nos animais com diabetes e periodontite induzida
(grupo 1V), se comparado aos animais dos demais grupos (I, Il e lll), principalmente
nos periodos de perpetuacao da periodontite experimental (15° e 30°) (Figura 17).

No estudo de lacopino (2001) foi observado uma elevada expresséo sérica
e no fluido gengival de TNF-a. em pacientes com periodontite. Resultados similares
foram encontrados em pacientes com diabetes do tipo 1 e periodontite, nos quais a
concentragdo sérica de TNF-o foi aproximadamente 3 vezes maior que no grupo
controle, enquanto, pacientes com diabetes sem periodontite, apresentavam

depressédo dos valores de TNF-a. em comparagédo com o controle (Araya et al., 2003).



Estes resultados estdo em concordancia com os achados do presente estudo, no qual
os grupos com diabetes (Il) apresentaram expresséo de TNF-a estatisticamente menor
que o grupo controle (I). A expressao tecidual encontrada no grupo de animais
diabéticos (Il e IV), apresentou aumento significante a partir do 15° dia de indugao da
periodontite se comparado aos periodos iniciais. Tal fato pode ser hipoteticamente
justificado pela perpetuagéo do estimulo inflamatério, no caso do grupo Il, o diabetes e
no grupo IV a ligadura. Reforcando essa idéia, Nishimura et al. (2006) destaca o
aumento da producdo e liberacdo de TNF-a na presenga de LPS. Enquanto, Iwamoto
et al (2001) relata que a infecgdo periodontal pode ser capaz de afetar o diabetes,
visto que o TNF-a parece ter importante papel na indugao de resisténcia a insulina.

No estudo clinico de Duarte et al. (2007), os niveis de mRNA de IFN-y em
sitios acometidos com doencga periodontal de pacientes com diabetes e sem diabetes
encontravam-se elevados (0,57 e 0,46 mRNA/ GAPDH, respectivamente), sendo
significantes se comparados aos niveis de mRNA encontrados nos pacientes sem
diabetes e sem periodontite (0,20 mRNA/ GAPDH). Duarte et al. 2007; Wang et al.,
2003; Mogi et al., 2004 sugerem ainda que a elevada concentragdo da citocina pro-
inflamatoria IFN-y esta associada a presenca de periodontite destrutiva. Estando em
concordancia com os resultados do presente estudo, nos quais 0s grupos com
periodontite (Il e IV) apresentaram significante nivel de expressao de IFN-y no periodo
de 30 dias apds colocagdo de ligadura. E importante ressaltar, que o grupo de
diabetes com peridontite (IV) apresentou a partir do 7° dia, significante expresséo de
IFN-y se comparado ao 3° dia.

Apesar de alguns estudos clinicos (Ebersole, Taubman, 1994)

encontrarem elevada expressao tecidual de mRNA de IFN-y, associada a doenca



periodontal, outros autores (Gomes et al., 2006) encontraram falha na producgéo de
IFN-y em pacientes com doenga periodontal cronica moderada. Sigusch et al., (1998)
sugerem que a falha na secregéo desta citocina, é devida a supressdo da resposta
Th1 na doencga periodontal cronica moderada. Entretanto, em pacientes com doenga
periodontal cronica severa os niveis de mRNA encontraram-se exacerbados,

possivelmente devido a resposta Th1 (Gomes et al., 2006).

Diferencas com relagdo a composicdo da microbiota periodontal
relacionada a doencga, época de estabelecimento, severidade e progressédo da doenca,
além das caracteristicas inerentes a resposta do individuo, influenciadas por seu
background genético e condi¢bes sistémicas, tornam o estudo da etiologia e
imunopatogénese das doengas periodontais um enorme e intrincado quebra cabecga,
do qual muitas pegas permanecem desconhecidas. Para que se possa estabelecer
uma relagédo da causa e efeito entre, por exemplo, a presenca de uma quimiocina e a

polarizagdo da resposta imune local, ou de sua influéncia direta na patogénese da

doenca, é necessario que tais variaveis sejam controladas ou restringidas.

Dessa forma, mecanismos de controle da expressdo de citocinas e de
seus efeitos biologicos tém gerado grande interesse recentemente n&o apenas pela
elucidacédo do mecanismo de regulagcédo da expressao génica, mas também em virtude
das possibilidades de utilizagdo das proteinas envolvidas como potenciais alvos para a
modulacdo terapéutica desta expressdo. Sugerindo que varias linhas de estudos
deveriam ser conduzidas com intuito de elucidar a patogénese da doencga periodontal

isoladamente e em associagdo com alteragdes sistémicas, como o Diabetes mellitus.



7 Concluséao

Baseado nos resultados obtidos e dentro das condi¢gdes experimentais

deste trabalho, pode-se concluir que o diabetes levou a:

1- Auséncia de alteracdo dos niveis séricos de calcio e fosforo;

2- Aumento na concentragéo sérica de fosfatase alcalina (ALP);

3- Aumento na atividade enzimatica da mieloperoxidase (MPO) quando
associado a periodontite induzida;

4- Auséncia de alteracado morfolégica;

5- Maior perda 6ssea quando associado a periodontite induzida;

6- Menor expresséao de IL-1p durante todo periodo experimental;

7- Expresséao elevada de TNF-a no 15° dia de periodontite experimental;

8- Maior expressdo de IL-6 e IFN-y quando associado a periodontite
experimental;

9- Resposta predominante Th2, com intensa expressao de citocinas proé-

inflamatérias e do tipo Th1 durante a periodontite experimental.
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