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RESUMO

Samuel, RO. Influéncia da infeccdo endodéntica e/ou periodontal associadas a
diabetes na quantificacdo sérica da citocina pré-inflamatoria IL-17 e na glicemia

de ratos Wistar. Aracatuba: Universidade Estadual Paulista, 2013.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da periodontite apical
e/lou doenca periodontal associadas a diabetes na quantificacdo sérica da
citocina pro-inflamatéria 1L-17 e na glicemia. Foram utilizados 80 ratos da
linhagem Wistar divididos em 8 grupos de 10 ratos: Gl - ratos
normoglicémicos ; G2 — ratos com infec¢cdo endodbntica; G3 — ratos com
infecg@o periodontal; G4 — ratos com infec¢ao endodontica e periodontal; G5 —
ratos diabéticos; G6 — ratos diabéticos com infeccdo endodontica; G7 — ratos
diabéticos com infeccdo periodontal; G8 — ratos diabéticos com infeccéo
endodéntica e periodontal. A diabetes foi induzida pela aplicacdo de
estreptozotocina via veia peniana, cujo desenvolvimento da doenca foi
confirmado no sexto e udltimo dia do experimento pela avaliagdo glicémica no
sangue por meio de uma puncdo na extremidade da cauda do animal, seguida
de pequena compressao para a obtencdo de uma gota de sangue. A infecgéo
endododntica foi induzida pela exposicdo pulpar do primeiro molar superior
direito. A infeccdo periodontal foi induzida por meio da confeccdo de uma
amarria junto ao colo dentario do segundo molar superior esquerdo. Com 30
dias pés-operatérios foi realizada a glicemia novamente e a coleta de sangue
pela puncédo cardiaca para a quantificacdo da citocina IL-17 empregando a
técnica de ELISA de captura. Os resultados foram analisados do pelo teste de
analise de variancia e teste de Tukey (p<0,05). O nivel glicémico foi maior em
ratos diabéticos quando comparados com ratos controle aos 6 e 30 dias
(p<0,05). Entretanto, aos 30 dias nos grupos de ratos diabéticos, observou-se
que a presenca da infeccdo periodontal isolada (G7) ou associada a
endodbntica (G8) aumentou de forma significante a glicemia quando
comparado com os ratos diabéticos sem infe¢bes orais (G5) (p<0,05). A

presenca da doenca sistémica diabetes e da periodontite apical ou doenca



periodontal isoladas ndo foram capazes de elevar o nivel sérico de IL-17
(p>0,05). Entretanto, a presenca das infecbes orais associadas (G4 e G8)
elevaram de forma significante o nivel sérico de IL-17, independente da
presenca da diabetes (p <0,05). Pode-se concluir que a periodontite apical,
guando associada com a doenca periodontal, pode aumentar a glicemia e o

nivel sérico de IL-17 em ratos normoglicémicos ou diabéticos.

Palavras-Chave: Diabetes; infeccbes orais, IL-17, glicemia.



ABSTRACT

Samuel RO. Influence of endodontic infection and / or periodontal associated
with diabetes in serum levels proinflammatory cytokine IL-17 and on glycemia

in Wistar rats. Aracatuba: Sdo Paulo State University, 2013.

The aim of the study was to evaluate the influence of periapical lesions and/or
periodontal disease on the IL-17 serum and dosage glycemic a rat model of
diabetes mellitus. Eighty male Wistar rats were divided into eight groups of ten
animals each: normal rats (G1), rats with pulpal infection (G2), rats with
periodontal disease (G3), rats with pulpal infection and periodontal disease
(G4), diabetic rats (G5), diabetic rats with pulpal infection (G6), diabetic rats
with periodontal disease (G7), diabetic rats with pulpal infection and periodontal
disease (G8). Diabetes was induced using streptozotocin, pulpal infection were
induced by dental pulp exposure to the oral environment and the periodontal
disease by periodontal ligature. Blood glucose was measured by means of a
perforation in the tail of the animal after 0, 6 and 30 days post-operative. The
animals were sacrificed after 30 days and the IL-17 levels were measured by
ELISA. The total assessed values was tabulated according to each
experimental group and statistically analyzed by analysis of variance (ANOVA)
followed by Tukey test (p<0.05). Glucose levels were higher in diabetic rats
compared to control rats at 6, and 30 days (p <0.05). However, at 30 days, and
among the groups of diabetic rats, it was observed that the presence of
periodontal infection alone (G7) or associated with endodontic (G8) increased
significantly the blood glucose compared to diabetic rats without oral infections
(G5 ) (p <0.05). The presence of systemic disease diabetes was not able to
increase the level of serum IL-17 (p <0.05). However, the presence of the
associated oral infections (G4, G8) significantly elevated the serum level of IL-
17, regardless of the presence of diabetes (p <0.05). It can be concluded that
the endodontic infection when associated with periodontal disease may
increase blood glucose levels in diabetic rats and the serum level of IL-17 in
normoglycemic or diabetic rats.

Keywords: Diabetes; oral infections; IL-17; glycemia
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I- INTRODUCAO

Comumente, individuos portadores de Diabetes Mellitus (DM) possuem
complicagdes locais e sistémicas decorrentes desta manifestacdo (Marwaha, et
al., 2010; Honkanen, et al., 2010; Zeng, et al., 2011; Simoni et al., 2011; Silva,
et al., 2012). A doenca periodontal (DP) é a mais relatada dentre as
complicacdes da cavidade oral associada a DM. J4 esta bem estabelecida uma
influéncia tanto da DP na patogénese da DM, quanto da DM influenciando na
patogénese da DP (Taylor & Borgnakke, 2008; Al-Khabbaz & Al-Shammari,
2011; Preshaw, et al., 2012). Um dos mecanismos envolvidos nesta associagéo
inclui a presenca aumentada de mediadores pro-inflamatérios liberados tanto
local como sistemicamente (Schenkein, et al., 2010; Silva, et al., 2012).

A infeccdo endodéntica, caracterizada pela periodontite apical (PA), é
tdo comum quanto a doenca periodontal. Entretanto, por mais que a PA tenha
um processo patolégico semelhante a DP, representadas pela resposta do
organismo frente a um agente agressor resultando na liberacdo de mediadores
inflamatorios e consequente reabsorcédo 6ssea (Silva, et al., 2007), ainda nao
foi devidamente estudada. Assim, ndo ha respaldo cientifico para uma possivel
influéncia da infeccdo endododntica na saude sistémica e especialmente em
organismos portadores de DM.

A DM é uma doenca metabdlica que ocorre devido a distarbios na
producdo de insulina ou devido a resisténcia celular a entrada de insulina
resultando no metabolismo anormal de gordura, acucar e proteina conduzindo
ao estado hiperglicémico (Guyton, 2002). Estima-se para o ano de 2030, um
aumento de 69% de adultos portadores de DM em paises em desenvolvimento

(Shaw, Sicree, Zimmet, 2010). Se nao controlada, pode contribuir na



suscetibilidade a infeccdo e inflamacdo como observado nas doencgas
periodontal ou endodéntica (Fouad, 2003, Deshpande et al., 2010; Lakschevitz
et al., 2011; Preshaw et al., 2012).

A forma com que as infecgbes locais interferem na DM e vice versa,
envolve a participagédo do sistema imunolégico, com a liberagdo de mediadores
inflamatorios. A presenca de DM por si s6 ja leva a alteracdes na producao de
algumas citocinas (Trifanes, et al., 2011; Surendar, et al., 2012), podendo
estas por sua vez, modular infec¢des orais (Amir, et al., 2011; Sun et al., 2011).
Um dos mediadores inflamatérios liberados tanto pela DM e como pelas
infeccbes orais é a IL-17 (Marwaha, et al., 2010; Schenkein, et al., 2010;
Margal, et al., 2010)

A IL-17 é uma citocina pro-inflamatéria secretada principalmente por
células T, denominadas Th 17 (Gaffen, 2011). Sabe-se que ela é ativa em
respostas inflamatdrias, auto-imunes e antimicrobianas a patégenos em uma
variedade de doencas infecciosas (Schenkein et al.,, 2010). No entanto, a
familia da IL-17 € a mais nova e menos compreendida das subclasses de
citocinas. Elas tém muitas caracteristicas Unicas, estruturais e funcionais
(Gaffen, 2011). Por outro lado, tém sido demonstrado que a IL-17 pode
contribuir para a patogénese de varias doencas como cancer (Chen, et al.,
2012), lapus eritematoso sistémico (Dolff, et al., 2011), psoriase (Ariza &
Williams, 2011), artrite reumatodide (Yu & lIbrahim, 2011). Ha evidencias de que
a IL-17 atua ativamente na patogénese da DM (Marwaha, et al., 2010;
Honkanen, et al., 2010; Zeng, et al., 2011; Simoni et al., 2011; Silva, et al.,
2012). Devido a grande influéncia deste mediador, especula-se inclusive a

proposta de se criar vacinas que suprimam o0s niveis de IL-17 no soro de



pacientes diabéticos e esta terapia tem se mostrado promissora para melhorar
0 controle glicémico destes pacientes (Honkanen, et al., 2010 Wang, et al.,
2011).

Em relagdo a DP, ja foi demonstrado que como a DM aumenta o nivel
sérico de IL-17, ela acaba potencializando a DP e vice-versa (Santos, et al.,
2010; Zhao et al., 2011). Verifica-se também, aumento na concentracdo de IL-
17 no soro de individuos com DP independente da presenca da DM (Schenkein
et al., 2010). Devido a estes aumentos na producdo de mediadores
inflamatoérios decorrentes desta infeccdo periodontal, ocorre varios distarbios
metabdlicos, como um aumento do nivel de glicose no sangue de diabéticos
(Hungund & Panseriya, 2012).

O processo inflamatorio proporcionado pela infec¢cdo endodéntica em um
paciente saudavel também conta com a presenca de diversos mediadores
inflamatérios, entre eles a IL-17 (Xiong, Wei, Peng, 2009; Marcal, et al., 2010).
Estudos em ratos demonstraram que a presenca deste mediador participa
ativamente da patogénese da infeccdo endoddntica em periodos de 21 (Oseko,
et al.,, 2009) e 28 dias (Xiong, Wei, Peng, 2009). Estudos em humanos
demonstraram que além da interferéncia da IL-17 na patogénese de PA, ha
ainda a influéncia direta de seu aumento em quadros de exacerbacao e/ou
reagudecimento da lesao periapical (Coli¢, et al, 2007; Marcal, et al., 2010). Por
outro lado, ndo ha ainda nenhum trabalho que se preocupou em avaliar se a
presenca de PA altera a concentracdo sérica de IL-17 ou se altera o nivel de

glicose de normoglicémicos ou diabéticos.



Considerando os fatores ja abordados com relagdo a DM e a
semelhanca entre as manifestacdes orais infecciosas (PA e DP) a hip6tese
deste estudo é:

- a infeccdo endododntica, reconhecida como PA, presente de forma
isolada ou associada a DP, assim como a DM, pode influenciar na presenca
sérica da citocina pro-inflamatoéria IL-17 e no aumento glicémico em ratos

normais e diabéticos.



Revisdo de Literatura



Il - REVISAO DE LITERATURA

A infeccdo endodbntica € caracterizada pela presenca de
microrganismos patogénicos junto ao tecido pulpar, que ocasionam a necrose
deste tecido e propiciam a ocorréncia de reabsorcdes 6sseas a fim de conter a
infeccdo. Este processo é reconhecido como PA (Leonardo, 2005).

Estudos epidemioldgicos realizados em todo o mundo mostram que a
PA esta presente em 22-65% dos dentes tratados endodonticamente (Siqueira,
et al., 2005; Dugas, et al., 2003; De Moor, et al., 2000). Entretanto, o
diagnéstico de PA por meio de imagens radiograficas convencionais pode ser
subestimado (Estrela et al., 2008). Quando a tomografia computadorizada é
usada para avaliar a prevaléncia destas lesdes, foi demonstrado que ela esta
presente em 78,1% dos dentes tratados endodonticamente (Paes, et al., 2012)
e em dentes ndo tratados, a lesdo apical pode ser encontrada em até 74,7%
(Estrela, et al., 2008).

A DP é relacionada ao acumulo de biofilme e calculo nas superficies
dentais que favorecem a viruléncia bacteriana causando destruicdo do tecido
periodontal e do osso alveolar (Page et al., 1997). A relacdo entre a DM e a DP
ja esta bem estabelecida em diversos trabalhos (Taylor & Borgnakke, 2008; Al-
Khabbaz & Al-Shammari, 2011; Preshaw, et al., 2012). Pacientes diabéticos do
tipo 2 tém o risco de desenvolvimento de DP multiplicado por trés sem relacéo
com idade, sexo ou higiene bucal (Mealey & Ocampo, 2007). Ja foi
demonstrado inclusive, tanto a diabetes interferindo negativamente na saude
periodontal, quanto a doenca periodontal potencializando o aumento glicémico

em pacientes diabéticos (Shimoe et al., 2011; Marigo et al., 2011).



A relagcéo entre infecgOes orais e sistémicas tem sido cada vez mais
explorada nas pesquisas de area médica-odontolégica (Segura-Egea, et al.,
2012; Cintra et al., 2012). Entretanto, a teoria da infeccdo local ainda tem
aspectos muito controversos. A inflamacéo de origem endodéntica ndo recebeu
a mesma atencdo que a inflamacdo proveniente do periodonto (Silva, et al.,
2007), embora ambas as infec¢des sejam decorrentes predominantemente de
bactérias gram negativas e envolvam um mecanismo imunolégico semelhante,
com consequente liberacdo de mediadores inflamatérios e patogénese
relacionada a reabsorcao 6ssea. (Silva, et al., 2007).

Pacientes diabéticos sdo particularmente propensos a infeccbes
bacterianas ou oportunistas (Bender & Bender, 2003). Esta vulnerabilidade é
causada por um distarbio circulatério generalizado, que pode ser amenizado
pelo organismo por meio da angiogénese de vasos colaterais. Como a polpa
dentaria tem limitada ou nenhuma circulacdo colateral, aumenta o estresse
oxidativo na regido, potencializando a patogénese destas infec¢des (Leite, et
al., 2008).

Além disso, um dos relatos mais comuns de nestes pacientes € a
sensacao de boca seca, conhecida como xerostomia, que ocorre em diabéticos
devido a alterac¢des nas glandulas salivares (Busato, et al., 2012, Fukushima, et
al., 2012). Estas alteracbes também podem induzir a uma maior
susceptibilidade as infeccbes bacterianas, dentre outras injarias como, por
exemplo, dor na regido bucal, especialmente se o paciente estiver usando
proteses (Manfredi et al, 2004). Outro prejuizo sofrido pela falta da saliva é o
acumulo de placa e detritos, o que poderia ser um fator contribuinte para

infeccbes secundarias, como a céarie e a DP, ja que uma das fun¢Bes da saliva



€ a de limpeza e lavagem da cavidade oral (Ide et al., 2011, Isola et al., 2011;
Busato, et al., 2012). A carie pode ser potencializada também devido a
alteracdes na composicao da saliva em condi¢des hiperglicémicas. O aumento
na concentracdo de glicose e diminuicdo do nivel de calcio na saliva induz a
patogénese de lesdes cariosas.(Igbal, et al., 2011).

Em um estudo anterior, foram feitas observacbes em dentes nao
cariados extraidos de pacientes diabéticos com longo prazo de duracédo (de 15
a 24 anos). Foram selecionados 7 pacientes com idades que variaram de 23-39
anos. Tais polpas foram comparadas com um grupo controle de 13 pacientes
ndo diabéticos. Foram observadas nos diabéticos alteracbes no tecido
periodontal. Tanto no tecido pulpar, quanto no periodontal, houve presenca de
angiopatias, e uma membrana basal espessada. Estas mudancas foram
localizadas nos vasos sanguineos, e pareceu mais pronunciado na area central
das polpas. Essas diferencas ndo ocorreram com polpas de pacientes controle
(Russell, 1967).

Foi relatado também em outro estudo, presenca de odontalgias em
pacientes diabéticos. Segundo os autores, odontalgias criam problemas de
diagnostico, especialmente porque muitos dos dentes adjacentes podem estar
em um estado de necrose pulpar, sem resposta durante os testes de
sensibilidade. O problema pode se tornar mais complicado quando os dentes
nao estao cariados ou quando os sintomas dolorosos ocorrerem bilateralmente
com auséncia de resposta da polpa durante o teste de vitalidade dos dentes
adjacentes. Esta condicdo é muitas vezes referida como odontalgia diabética. A
condicdo hiperglicemica pode levar a insuficiéncia circulatéria com isquemia,

evoluindo a quadros de necrose pulpar ocasionalmente (Bender, et al., 1963).



Ha alteracbes também no sistema antioxidante do tecido pulpar
decorrentes da diabetes. Em um estudo utilizando modelo animal e
estreptozotocina para induzir o diabetes, foi demonstrado que houve um
aumento de atividade da catalase e da reducdo da concentracdo de &cido
sidlico. Tais resultados sdo de suma importancia clinica no planejamento de
diversos tratamentos como protecao pulpar direta, restauracdes em cavidades
profundas, clareamento dentario, dentre outros (Leite, et al., 2008). Sendo
assim, o progndstico para tratamentos conservadores em pacientes diabéticos
pode ndo ser favoravel. A polpa destes pacientes possui uma deficiente
cicatrizacdo de feridas, o que pode levar a irritagcdo cronica da polpa dentéaria
em exposicao (Garber, et al., 2009).

Outro fator que pode piorar o prognéstico do tratamento endodontico em
pacientes diabéticos é a dificuldade de acesso a camara pulpar e canais
radiculares, devido a alteracdes morfoldégicas na camara pulpar decorrente de
uma maior quantidade de nédulos pulpares (Yuji Inagaki, et al., 2010). Em um
estudo recente foi evidenciado uma maior expressao de osteopontina em ratos
diabéticos comparados com ratos controle, sugerindo que esta molécula possa
ser responsavel por esta calcificacdo pulpar, jA que ela esta envolvida na
patogénese de complicacbes como aterosclerose e outras complicacdes
cardiovasculares em pacientes diabéticos (Yuji Inagaki, et al., 2010).

Em pacientes diabéticos o risco de extracdo é 30% maior do que em
pacientes ndo diabéticos. Este dado foi comprovado por meio de um estudo em
gue analisaram um total de 49.334 dentes tratados endodonticamente
selecionados aleatoriamente a partir de banco de dados no ano de 2003 e

foram acompanhados por 2 anos. Da mesma forma, outras doencas sistémicas



como hipertenséo e doenca arterial coronariana tiveram um indice de extracédo
pés-tratamento endoddntico significativamente maior quando comparados com
pacientes saudaveis (Wang, et al., 2011). Em outro trabalho semelhante, os
autores obtiveram os resultados parecidos com relacdo a DM (Mindiola, et al.,
2006).

Ha algumas evidéncias de que diabetes ndo controlada pode resultar em
uma resposta imune descontrolada na &rea perirradicular, seguido por um
processo de cicatrizacdo retardada (Brito, et al., 2012). Nestes pacientes
diabéticos ha uma presenga mais significante de PA (Segura-Egea, et al.,
2005; Loépez-Lépez, et al.,, 2011; Marotta, et al.,, 2012), e geralmente estas
lesbes sdo maiores em sua extensdo e ndo se curam mesmo apos tratamento
endododntico. Além disso, pacientes que recebem insulina aumentam a dor
perirradicular pré-operatoria e aumentam a frequéncia de reagudecimentos
durante o tratamento (Fouad & Burleson, 2003).

Esse aumento da prevaléncia da PA e propensdo a progndsticos
desfavoraveis nestas infeccbes endodénticas em hiperglicémicos pode ser
decorrentes de alteracbes metabdlicas devido a maior presenca sérica de
citocinas pro-inflamatdrias nestes pacientes, conduzindo o individuo a
complicagbes, como quadros de inflamacdo exacerbada mediante a presenca
de patégenos (Zeng, et al., 2011). O processo inflamatério proporcionado pela
infeccdo endoddntica em um paciente saudavel conta com a presenca de
diversos mediadores inflamatorios, entre eles a IL-17 (Xiong, Wei, Peng, 2009;
Marcal, et al., 2010).

A IL-17 é uma citocina pro-inflamatéria da familia de células T

reguladoras e seu mecanismo de acdo ainda ndo esta bem estabelecido



(Gaffen, 2011). Acredita-se que ela induza reag0es de fase aguda estimulando
a producéo de IL-6, células NK, macréfagos, entre outros (Gaffen, 2009). Além
disso, afirma-se que esta interleucina tem papel vital na resposta imunoldgica,
especialmente em superficies mucosas (Khader, Gaffen, Kolls, 2009).

Estudos mostram que ela estd diretamente relacionada com a
patogénese da DM (Marwaha, et al., 2010; Honkanen, et al., 2010; Zeng, et al.,
2011; Simoni et al., 2011). E especula-se ainda a proposta de se criar vacinas
gue suprimam os niveis de IL-17 no soro de pacientes diabéticos e esta terapia
tem se mostrado promissora para melhorar o controle glicémico destes
pacientes (Honkanen, et al., 2010; Wang, et al., 2011).

Na DP ja foi comprovado o aumento da IL-17 tanto local (Silva, et al.,
2012) como sistemicamente (Schenkein, et al., 2010), inclusive ja foi feito este
tipo de avaliacao local em diabéticos e ndo diabéticos comparativamente com a
presenca de DP (Silva, et al., 2012). Neste estudo foi constatado que a IL-17
atua potencializando a progressao da DP principalmente em periodos iniciais,
ou seja, em fase aguda (Silva, et al., 2012).

O nivel sérico de IL-17 em portadores de DP também aumenta
(Schenkein, et al., 2010; Zhao, et al., 2011). E este aumento pode potencializar
a patogénese de ambas as doencas (Santos, et al., 2010; Silva, et al., 2012;
Sun, et al.,, 2011), aumentando, por exemplo, o nivel de perda éssea na DP
(Silva, et al., 2012) e o nivel glicémico na DM, devido ao distirbio metabdlico
proporcionado por este desequilibrio (Hungund & Panseriya, 2012).

Estudos em ratos demonstraram também a presenca local de IL-17 em
PA em diferentes periodos (Xiong, Wei, Peng, 2009). A partir do dia de inducdo

da lesdo até o 28° dia, o numero de IL-17 e de neutrofilos subiu e atingiu pico



no dia 28. Acredita-se que esta citocina pode estar envolvida na reabsorcao
0ssea periapical e na patogénese da lesdo (Xiong, Wei, Peng, 2009).

Em outro relato, foi demonstrada a presenca da IL-17 em lesdes que o
tratamento endoddntico mostrou falhas (Henriques, et al., 2011). Nestes
tratamentos houve um predominio de citocinas pré-inflamatorias envolvidas na
patogénese da PA, incluindo IL-17 (Henriques, et al., 2011).

Em humanos também ja foi confirmada a presenca de IL-17 participando
ativamente da patogénese da lesao periapical (Coli¢, et al., 2007; Coli¢, et al.,
2009; Marcal, et al., 2010). O primeiro estudo em humanos identificando a
presenca de IL-17 em PA aconteceu em 2007, e foi relatada sua presenca
estimulada a partir da citocina IL-8 (Coli¢, et al., 2007). Além disso, chegou-se
a conclusédo que a IL-17, influencia na exacerbacao da inflamacédo em lesdes
cronicas apicais (Coli¢, et al, 2007).

Também foi avaliado comparativamente a presenca e predominancia de
cada tipo de células inflamatérias (Thl, Th2 e Th17) em relacéo ao periodo de
inflamacéo periapical (Coli¢, et al., 2009). Observou-se que a resposta imune
Thl é provavelmente importante para todas as fases do desenvolvimento da
les@o periapical e que as células Th2 sdo mais presentes em lesdes cronicas.
Por outro lado, as células Thl7 desempenham um papel dominante no
agravamento da inflamacéo (Coli¢, et al., 2009).

Lesbes em que ocorrem reagudecimentos observa-se um aumento da
IL-17 e, consequentemente, um aumento da infiltracdo de leucdcitos, em sua
maioria neutroéfilos, gracas a acdo quimiotatica promovida por esta citocina, o

gue potencializa a inflamacéo (Marcal, et al., 2010).



Percebe-se que embora existam trabalhos que relacionem a PA com a
DM (LOpez-Lopez, et al., 2011), o assunto ainda carece de informagfes. Ainda
nao foram realizadas avaliacdes quanto a presenca sérica de IL-17 ou aumento
do nivel glicémico em diabéticos, nem em nao diabéticos quando ha presenca
de PA, embora seja comprovada sua presenca local (Coli¢, et al., 2009; Xiong,
Wei, Peng, 2009; Marcal, et al., 2010; Henriques, et al., 2011). Desta forma,
buscamos fazer uma andlise sérica da IL-17 objetivando responder estas

guestodes.



Objetivo



Il - OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi:

- avaliar a influéncia da infeccdo endodéntica e/ou periodontal associadas a
diabetes na quantificacdo sérica da citocina pro-inflamatoria IL-17.

- avaliar a influéncia da infeccdo endodéntica e/ou periodontal associadas a

diabetes nos niveis glicémicos.



Material e Méetodos



IV - MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

4.1.1. RATOS

Foram utilizados 80 ratos machos (Rattus albinus, Wistar), pesando
aproximadamente 200 gramas (g), provenientes do biotério da Faculdade de
Odontologia de Aracgatuba - UNESP. Os ratos foram mantidos em ambiente
com temperatura entre 22 e 24°C com ciclo de luz controlada (12 horas claro e
12 horas escuro) e em gaiolas coletivas, quatro ratos por gaiola, alimentados
durante todo o periodo experimental com dieta sélida e agua “ad libitum”,
exceto nas primeiras 24 horas apos a intervencdo. Os procedimentos
experimentais propostos neste estudo foram aprovados pelo comité de conduta

ética no uso de ratos em experimentacdo (CEUA — Unesp 2012/0540).

4.1.2. DROGAS

Para anestesia dos ratos foi utilizado sedativo a base de xilazina
(Anasedan, Divisdo Vetbrands Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil — 10 mg/kg e
anestésico a base de Cloridrato de Ketamina a 5% (Cetamin, Syntec do Brasil
Ltda, S&o Paulo, Brasil — 40mg/kg).

Para a inducdo da diabetes foi utilizada a droga estreptozotocina

(Sigma® - Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA — 35mg/Kg).



4.2. METODOS

4.2.1. DIVISAO EM GRUPOS
Os grupos foram formados de acordo com as condi¢cdes sistémicas e
procedimentos locais de inducdo das infecgcbes endodontica e periodontal e

podem ser visualizados na tabela 1.

Tabela 1 - DistribuicAo dos grupos experimentais de acordo com o0s

procedimentos locais e condi¢des sistémicas dos ratos

InfeccOes orais
Nenhuma Pulpar Periodontal Ambas
Condigao | Saudavel Gl G2 G3 G4
sistémica | Diabético G5 G6 G7 G8

Os 80 ratos em estudo foram divididos em 8 grupos experimentais,

contendo 10 ratos cada assim compostos:

o Grupo 1: ratos saudaveis;

o Grupo 2: ratos portadores de periodontite apical induzida;

o Grupo 3: ratos portadores de doenca periodontal induzida;

o Grupo 4: ratos portadores de periodontite apical e doenga periodontal
induzidas;

o Grupo 5: ratos diabéticos;

o Grupo 6: ratos diabéticos e portadores de periodontite apical induzida;

o Grupo 7: ratos diabéticos portadores de doenca periodontal induzida;

o Grupo 8: ratos diabéticos portadores de periodontite apical e doenca

periodontal induzida.



4.2.2. INDUC}AO DA DIABETES

Apés anestesia, metade dos ratos receberam uma dose de 35mg/kg de
estreptozotocina dissolvida em tampé&o citrato (0.01M; pH 4,5), via endovenosa
(veia peniana). Os demais ratos receberam também por via endovenosa
apenas solucgao salina (0.15m), com o intuito de promover nestes uma indugéo

falsa para submeter o mesmo estresse (Figura 1).

4.2.3. INDUQAO DA PERIODONTITE APICAL

Para o desenvolvimento da infeccéo pulpar, 40 ratos (grupos 2, 4, 6 e 8)
foram novamente anestesiados pelo mesmo protocolo descrito e foram
expostas as polpas dos primeiros molares superiores direitos de cada animal,
empregando-se de uma broca em aco carbono (Broca Ln Long Neck -
Maillefer, Dentsply) dotada de uma esfera na extremidade com 0,1mm de
diametro. Desta forma, todas as exposi¢cOes pulpares foram padronizadas com

0,1mm de diametro (Figura 2).

4.2.4. INDUCAO DA DOENCA PERIODONTAL:

Para o desenvolvimento da infeccéo periodontal, 40 ratos (grupos 3, 4, 7
e 8) foram anestesiados com 0 mesmo protocolo anestésico e foi realizada a
ligadura em torno do colo dentéario de cada animal. A inducéo por ligadura foi
realizada com a colocacdo de um fio de algoddo numero 24, ao redor do
segundo molar superior, cujo posicionamento correto das ligaduras foi feito
com o auxilio de uma pinca modificada e de um espacador digital #25
empregado para o afastamento dos dentes, facilitando a passagem do fio. As

ligaduras permaneceram por todo o periodo pés-operatorio (Figura 3). Sendo



gue nos grupos 4 e 8 haviam duas lesbes, a endodontica do lado direito e a

periodontal do lado esquerdo (Figura 4).

4.2.5. ANALISE GLICEMICA

Foi realizada a mensuracgéo da glicemia de todos os ratos previamente a
inducdo da diabetes, em jejum de 12/14 horas. Esta primeira mensuracao foi
considerada o marco inicial do experimento (dia 0). Apés 6 dias foi realizada
nova mensuracao glicémica (dia 6) e as infe¢des orais foram induzidas. Ao final
do experimento (dia 30) a glicemia foi novamente mensurada para confirmar a
manutencado do estado hiperglicémico. Nos periodos definidos e sempre as 9
horas da manha, os niveis de glicose sanguinea foram determinados.
Utilizando-se agulha 29Gx1/2” (Nipro Corporation, Honjo-Nishi, Kita-ku, Osaka,
Japan) realizou-se uma puncao na extremidade da cauda do animal, seguida
de pequena compressdo para a obtencdo de uma gota de sangue. Na
sequéncia, utilizando aparelho para glicemia e as fitas glicotestes (Accu-Check
Performa - Roche-Diagnostics Corporation, Indianapolis, IN, USA) os valores
foram obtidos e anotados em uma planilha para descricdo dos resultados.
Antes e ap0s a puncdo a extremidade caudal foi limpa e desinfectada com
PVPI (Povidini tépico- Johnson & Johnson Ind. Com. Ltda. S&do Paulo, SP,
Brasil). Foram considerados diabéticos os ratos com nivel glicémico maior ou

igual a 200mg/dI.



4.2.6. COLETA DE MATERIAL PARA ANALISES

Apébs 30 dias pis-operatdrios os ratos foram novamente anestesiados e
foi realizada a coleta de 1mL de sangue por meio de puncédo cardiaca (Figura
5). Na sequéncia, os ratos foram mortos por uma sobredose anestésica.

As amostras sanguineas para IL-17 foram colocadas em heparina
(20U/ml), centrifugadas e armazenadas a -80°C. A concentracdo plasmética de
IL-17 foi medida por ELISA, por meio de um kit especifico para quantificacdo
plasmética de IL-17 em ratos (Rat IL-17A ELISA MAX™ Deluxe, cat #437904,

Biolegend, San Diego, CA, USA).



4.3. FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

4.3.1. DETERMINACAO DA IL-17 NO PLASMA

Preparacdo do reagente

Colocou-se primeiramente todos os componentes do kit para ELISA de
captura (Rat IL-17A ELISA MAX™ Deluxe, cat #437904, Biolegend, San Diego,
CA, USA) para temperatura ambiente (25-30°C) e fez-se o preparo dos
reagentes de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Procedimento

Para a realizagdo do ELISA de captura utilizamos placa de meia area. O
protocolo de deteccdo utilizado para as citocinas foi o recomendado pelo
fabricante do kit. Inicialmente foram pipetados 50ul do anticorpo primario (ja
diluido) em cada poco. Foi colocada a placa de vedacao para a incubacdo em
“overnight” a 4°C. Foi realizada a lavagem por 5 vezes com aproximadamente
300ul de tampéo fosfato-salino (PBS) contendo Tween 20 a 0.05%.
Posteriormente foi adicionado 100ul do diluente de ensaio A 1x, que veio no Kit.
Este diluente permaneceu incubado por 1 hora e novamente foi feita a lavagem
como descrita anteriormente. Foram pipetados entdo 50ul do recombinante,
apos a realizacdo da diluicdo seriada para obtencdo da curva padrdo. Foram
pipetadas 50ul das amostras nos pocos apropriados. Novamente foi realizado o
selamento da placa e a incubacdo das amostras a temperatura ambiente por 2
horas. A lavagem foram realizadas novamente da mesma forma ja descrita.
Foram adicionados 50ul de anticorpo secundario em cada poco, a placa de
vedacédo foi colocada para incubacdo da amostra por 1 hora a temperatura

ambiente. Novamente foi realizada a aspiracdo e lavagem. Entdo foram



adicionados 50ul de reagente enzimético diluido (Estreptavidina-HRP) a cada
poco. Foi feito o selamento da placa e a incubagcdo por 30 minutos a
temperatura ambiente. A lavagem nesta etapa foi feita 7 vezes e 0S pogos
foram mergulhados por um minuto em tamp&o de lavagem. Posteriormente
foram adicionados 50ul de solucdo de substrato TMB em cada pogo. A
incubacdo foi realizada sem o selador de placa durante trinta minutos a
temperatura ambiente e isenta de luz. Por fim, foram adicionados 20pl de
solugdo de parada (H,SO,) em cada poco. A leitura foi realizada em
espectofotdbmetro (Packard ELISA reader, Packard Bioscience Company,

llinois, EUA) ajustado para o comprimento de onda de 450nm.

4.3.2. ANALISE ESTATISTICA

Os valores obtidos dos testes de glicemia e IL-17 foram tabulados e
submetidos a analise estatistica por meio do programa SigmaPlot 12.0™
(Chicago, lllinois, USA). Apés passarem pelos testes de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk, foi aplicado o teste de variancia (ANOVA)
para os valores quantitativos enquanto que para comparacdes multiplas entre
0S grupos estudados, foi utilizado o teste Tukey. Os resultados foram
considerados estatisticamente significativos quando a probabilidade foi menor

que 5% (p<0,05).



Figura 1 — Injec&@o de estreptozotocina via veia peniana do rato

Figura 2 — Abertura do 1° molar superior direito com a broca Ln

Figura 3 — Ligadura em torno do colo dentario do segundo molar superior

esquerdo com fio de algodé&o n° 24
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Figura 4 — Infeccéo periodontal induzida do lado esquerdo por meio de um fio
de algoddo em torno do segundo molar superior e endoddntica induzida do
lado direito por meio da abertura coronaria com a broca Ln, como nos grupos 4

e8

Figura 5 — Coleta de sangue por meio de puncéao cardiaca.
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Resultados



V - RESULTADOS

5.1. NIVEIS DE GLICEMIA

Os valores glicémicos encontrados para os periodos pré-determinados
(0, 6 e 30 dias) estdo representados na tabela 2. Pode-se observar que no
periodo inicial (0), em jejum, os ratos apresentavam valores glicémicos
semelhantes e abaixo de 100 mg/dL. Entretanto, no sexto dia apds a inducao
da DM (dia 6) observou-se aumento significante da glicemia de todos os ratos

dos grupos submetidos a aplicacdo da estreptozotocina (Grupos 5 a 8).

Tabela 2 — Média e desvio padrao do nivel glicémico nos diferentes grupos de
acordo com os periodos de avaliacao.

Nivel sérico de glicose (mg/dL) + Desvio Padrao*

Grupos Dia0 Dia 6 Dia 30 n
G1 075.2 + 11.22 104.8 + 09.9% 101.3 + 10.12 10
G2 075.0 + 10.72 109.3 + 06.9% 096.8 + 08.82 10
G3 076.2 + 09.22 103.5 + 12.12 094.5 + 07.92 10
G4 074.6 + 06.92 098.2 + 05.82 100.4 + 09.12 10
G5 077.7 + 08.82 328.2 +37.8° 291.8 + 42.9° 10
G6 077.4 + 10.12 328.1 + 46.1° 364.3 + 39.1°° 10
G7 078.4 + 07.62 316.9 + 38.4° 436.5 + 44.7¢ 10
G8 071.8 + 09.32 320.1 + 40.4° 492.8 + 48.8¢ 10

*Letras sobrescritas diferentes (a, b) em colunas representam diferenca

estatistica (p<0.05).

No periodo final do experimento (dia 30) observou-se a manutencdo da
hiperglicemia nos grupos diabéticos (Grupos 5 a 8). Além disso, algumas
alteracdes da glicemia em funcdo das infec¢des orais foram observadas nos

grupos diabéticos neste periodo (Grafico 1).
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Grafico 1 — Representacao grafica dos niveis médios de glicemia entre os

grupos nos periodos andlise.

Observou-se aumento do nivel glicémico com a presenca das infecdes
orais nos ratos diabéticos (Tabela 2). A DP isolada (G7) ou associada a PA
(G8) aumentou de forma significante a glicemia de ratos diabéticos quando
comparado com o grupo controle apenas diabético (G5). Apesar de demonstrar
maior influéncia na glicemia, a DP isolada néo foi diferente da PA isolada em

ratos normoglicémicos (G2 x G3) ou diabéticos (G6 x G7).

5.2. NiVEIS DE IL-17
Os valores médios de IL-17 encontrados para cada grupo experimental,

no periodo de 30 dias, estdo contidos na tabela 3.
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Tabela 3 — Média e desvio padrédo dos valores de IL-17 em pg/mL por grupo

Grupo IL-17 (pg/mL) N
G1 1.00 + 0.99 2 10
G2 1.76 +0.99 2P 10
G3 2.08 +0.58 2P 10
G4 2.70+0.78° 10
G5 1.27 +0.85 2 10
G6 1.90 +0.78 2P 10
G7 1.87+0.80 2P 10
G8 2.90+0.68 ° 10

*Letras sobrescritas diferentes (a, b) em colunas representam diferenca

estatistica (p<0.05)

Diante dos valores obtidos e da analise estatistica pode-se observar a
presenca de IL-17 em niveis aumentados nos grupos com as doencas orais
associadas quando comparados com o0s grupos sem infec¢des orais,
independente da presenca da DM (p=0.000).

A presenca da DM isoladamente elevou o nivel de IL-17, mas ndo de
forma significante (p>0.05). As PA e DP isoladas nao influenciaram na
concentragdo sérica de IL-17 (p>0.05). Houve diferenca significante entre o
grupo 4 (ratos normais com PA e DP) quando comparados com o grupo 1
(ratos normoglicémicos sem infec¢des orais), (p=0.02) e com o grupo 5 (ratos
diabéticos sem infec¢des orais) (p=0.008). Além disso, ratos diabéticos com PA

e DP (G8) também apresentaram concentracdo maior de IL-17 quando



comparados com 0s ratos normoglicémicos sem infec¢des orais (G1) (p=0.01)

e com os ratos diabéticos sem infec¢des orais (G5) (p=0.008 ). (grafico 2).
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Grafico 2 — Representacao gréafica do nivel de IL-17 entre os diferentes grupos.
G1: ratos normoglicémicos; G2: ratos com PA; G3 ratos com DP; G4: ratos com
PA e DP; G5: ratos com DM; G6: ratos com DM e PA; G7: ratos com DM e DP;
G8: ratos com DM, PA e DP. Foram observadas diferencas entre os grupos G1

e G4, Gl e G8, G4 e G5, G5 e G8 (*p<0,05, teste de Tukey).



Discussao



VI - DISCUSSAO

Os ratos utilizados neste estudo apresentaram pesos corporais
uniformes e eram normoglicémicos. Apés a indugcdo da DM pela administracédo
de estreptozotocina, a glicemia foi aproximadamente 3 vezes mais elevada em
diabéticos do que nos nao-diabéticos no periodo de 6 e 30 dias. Além disso, 0s
ratos mostraram polidipsia e polidria. O metabolismo de ratos diabéticos
induzidos por estreptozotocina é muito semelhante ao metabolismo de
humanos diabéticos (Garber, et al., 2009).

Dois modelos de infecgao oral foram utilizados no presente estudo. PA
foi induzida pela exposicdo pulpar do primeiro molar superior direito de cada
animal, com subsequente infeccdo bacteriana a partir do ambiente oral. Esta
metodologia ja foi descrita com sucesso em outros trabalhos (Garber et al.
2009, Cintra et al. 2012). DP foi induzida pela presenca de uma ligadura em
torno do dente, método geralmente usado também para este fim (Holzhausen
et al. 2002).

No presente estudo, os niveis de glicose no sangue foram mais elevados
nos ratos diabéticos do que nos ratos normoglicémicos (p <0,05). Aléem disso, a
presenca de infeccbes orais associadas (DP e PA) aumentou o nivel da
concentracdo de glicose no sangue de ratos diabéticos (p <0,05). Essas
descobertas sugerem que a PA e DP concomitantes podem reduzir o controle
metabolico em diabéticos. Outros estudos também encontraram diferencas no
nivel de glicose em pacientes com DP e DM, (Moeintaghavi et al., 2012; Botero
et al 2012) e, mostra-se ainda que o sucesso do tratamento periodontal ajuda a
melhorar o metabolismo glicémico (Moeintaghavi et al., 2012; Botero et al

2012).



A quantificag@o da IL-17 foi realizada por meio da técnica de ELISA de
captura. E uma metodologia extremamente confiavel para a quantificagdo de
uma ampla variedade de testes em matrizes complexas, tais como o0 soro, o
plasma e lisados celulares, bem como a partir de sobrenadantes de cultura de
tecidos e culturas de células ativadas in vitro (Kai, et al., 2012).

Assim como ocorre na DP (Mendonga, et al.,, 2012), h4& um aumento
local de IL-17 em PA (Xiong, Wei, Peng, 2008; Marcal, et al., 2010). E, ja
existem estudos mostrando que além do aumento local desta citocina na DP,
h& um aumento no nivel sérico de IL-17 associado a esta doenca periodontal
agressiva em humanos, o0 que acaba potencializando doencas autoimunes
como a DM (Gangadhar, Ramesh, Thomas, 2011). Tamanha a preocupacao do
efeito sistémico deste mediador associado a DM, terapias anti-IL-17 tém sido
propostas a pacientes hiperglicémicos a fim de amenizar seu efeito deletério
(Honkanen, et al., 2010; Wang, et al., 2011).

Com relacdo as infeccbes de origem endoddntica, este € o primeiro
estudo quantificando a IL-17 sérica proveniente de PA. Em nossos resultados
foi demonstrado que ndo houve diferenca significante no nivel de IL-17 entre
ratos diabéticos e ndo diabéticos. Este resultado estd de acordo com outros
estudos realizados em também em ratos Wistar diabéticos induzidos por
estreptozotocina (Tsai, et al., 2012; Silva, et al., 2012).

Embora o rato seja um modelo experimental de infecgcbes orais bem
estabelecido na literatura, podem acontecer diferencas nos resultados de
acordo com diferentes metodologias empregadas (Serreze & Leiter, 1994). A
estreptozotocina tem sido amplamente utilizada em pesquisas para

desenvolver diabetes em ratos (Dirice, et al., 2011). A droga € levada para as



células por meio de receptores de GLUT2 devido a sua semelhanca com a
molécula de glicose, e € capaz de limitar a sua agao principalmente nas células
beta pancreétias. O seu efeito toxico é exercido por meio de mecanismos, tais
como a formacdo de O6xido nitrico, alquilacdo e fragmentacdo do ADN
(Yamamoto, Uchigata, Okamoto, 1981; Turk, et al., 1993).

Em um relato utilizando modelo animal induzido por estreptozotocina, foi
mostrado que em diabéticos e ndo diabéticos portadores de DP houve um
aumento de IL-17 nos primeiros 15 dias em que a lesao foi induzida, enquanto
gue nos periodos de 30 dias houve uma reducéo dos niveis de IL-17. Afirma-se
gue ha presenca deste mediador em quadros de doenca periodontal, por um
mecanismo secundario, jA que esta resposta inflamatéria parece se amenizar
em um tempo de 30 dias, quando a leséo se cronifica (Silva, et al., 2012).

Confirmando esta hip6tese, em uma avaliagdo local da presenca de IL-
17, foi demonstrado que lesGes periapicais que podem experimentar um
processo de exacerbacdo ou reagudecimento que sdo caracterizadas pela
presenca aumentada de IL-17, ou seja, ha um aumento deste mediador em
fases agudas (Coli¢, et al, 2007; Marcal, et al, 2010). Ha na literatura ainda
mais indicios que confirmem esta suposicdo. Embora uma das caracteristicas
da IL-17 seja a plasticidade, ou seja, a capacidade de regular tanto células Thl
guanto células Treg, de acordo com cada situacao (Zhu & Paul, 2010), frente a
agentes infecciosos a IL-17 esta mais ligada a imunidade inata (Gaffen, et al.,
2006), sendo esta interleucina diretamente relacionada com a presenca de
neutroéfilos, células que desempenham papel inicial na inflamacdo, sendo uma

das principais promotoras de danos teciduais (Bian, et al., 2012).



Também em nossos resultados, nem a PA, nem a DP isoladas
provocaram aumento sérico significante em um periodo de 30 dias quando
comparados com ratos controle tanto no grupo de ratos diabéticos e quanto no
grupo de ratos nao diabéticos. Por outro lado, a PA associada a DP elevou o
nivel sérico da IL-17 apds o periodo de 30 dias. Estes resultados sugerem que
a PA é capaz de potencializar quadros de alteracdes inflamatorias sistémicas
quando associado a DP. Este aumento de IL-17 & presumivelmente destinado
a acelerar a remocédo da causa inflamatéria original, no entanto isto pode ser
prejudicial, conduzindo a propenséo de danos teciduais frente a injuria causada
inflamagé&o. Pior ainda, se associarmos o aumento da IL-17 com o consequente
aumento de neutréfilos, como mostra a literatura (Marcal, et al., 2010; Bian, et
al., 2012), em um periodo tardio em que a inflamacéao ja se encontraria em fase
cronica, o organismo pode se mostrar vulneravel infec¢cbes, além de apresentar
reacOes exacerbadas levando a consequéncias deletérias aos tecidos (Bian, et
al., 2012).

Diante disso, percebe-se que em um periodo de 30 dias PA e DP
isoladas ndo causam alteracdo no nivel de IL-17. No entanto, quando a PA é
associada a DP, ha um aumento significante, evidenciando sua interferéncia de

forma sistémica.



Conclusoes



VIl - CONCLUSOES

Considerando as limitagbes do estudo pode-se concluir que:

1 — A presenca da PA isolada ndo altera o nivel glicémico de ratos
normoglicémicos ou diabéticos no periodo de 30 dias.

2 - A presenga da DP isolada ndo altera o nivel glicémico de ratos
normoglicémicos no periodo de 30 dias.

3 - A presenca da DP isolada aumenta o nivel glicémico de ratos
diabéticos no periodo de 30 dias.

4- A presenca de PA e DP associadas aumentam o nivel glicémico de
ratos diabéticos no periodo de 30 dias.

5- A DM néo altera o nivel sérico de IL-17 em ratos no periodo de 30
dias.

6- A PA ou a DP isoladas ndo alteram o nivel sérico de IL-17 em ratos
normoglicémicos ou diabéticos no periodo de 30 dias.

7- A PA e DP associadas aumentam o nivel sérico de IL-17 em ratos
normoglicémicos ou diabéticos em um periodo de 30 dias.
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