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RESUMO 



BELTRAN, C.T. DIABETES PROMOVE POTENCIALIZAÇÃO DA REABSORÇÃO 

ÓSSEA ALVEOLAR E CAUSA DESEQUILÍBRIO ENTRE MMPs E COLÁGENO 

EM CAMUNDONGOS COM DOENÇA PERIODONTAL EXPERIMENTAL. 

Dissertação (Mestrado em Ciências Fisiológicas) – Programa Multicêntrico de Pós-

Graduação em Ciências Fisiológicas. Faculdade de Odontologia de Araçatuba. 

Universidade Estadual Paulista – UNESP. Araçatuba. 2016. 

 

A doença periodontal (DP) e o diabetes mellitus (DM) são doenças inflamatórias 

crônicas, e quando associadas aumentam a destruição da região periodontal. Por 

esta razão, o objetivo do nosso trabalho foi avaliar o papel do diabetes sobre o 

processo inflamatório, reabsorção óssea alveolar, produção de metaloproteinase de 

matriz (MMP), colágeno e TGF-β1 em camundongos com DP experimental. Foram 

utilizados 40 camundongos Balb/c machos de 18 – 22 g, distribuídos igualmente em 

4 grupos, sendo estes, normal (N), normal com doença periodontal (N+DP), 

diabético (DM) e diabético com doença periodontal (DM+DP). O diabetes foi induzido 

por tratamento com estreptozotocina 200 mg/kg por via intraperitoneal. Passados 7 

dias os índices glicêmicos foram verificados, e os animais foram considerados 

diabéticos quando a glicemia apresentava-se igual ou superior a 250 mg/dL. 

Posteriormente, os camundongos do grupo com DP foram submetidos a uma 

ligadura em torno dos primeiros molares inferiores, e no 15º dia, estes animais foram 

eutanasiados e as amostras foram coletadas para as análises seguintes. O tecido 

gengival marginal foi coletado para as análises de marcadores inflamatórios, tais 

como, níveis de CXCL2, CCL3 e TGF-β1 por ELISA, expressão gênica de MMP-2, 

MMP-9, TGF-β1 e col1a2 por RT-PCR em tempo real, e atividade enzimática de 

MMP-2 e MMP-9 por zimografia. Os parâmetros de reabsorção de osso alveolar, 

recrutamento de neutrófilos e quantificação de colágeno também foram avaliados, 

pelo processamento histológico das hemimandíbulas, os quais apresentaram 

diferença significativa no grupo DM+DP. A DP foi capaz de aumentar a produção de 

CXCL2, CCL3 e TGF-β1, contudo somente a produção de CXCL2 e CCL3 foi 

aumentada no grupo DM+DP. A expressão gênica de MMP-2 não apresentou 

diferença estatística nos grupos analisados, em contrapartida a expressão de MMP-

9 foi diminuída com a DP, apresentado diferença significativa no grupo DM+DP, 

assim como a expressão de TGF-β1 e col1a2. Nos grupos com DP, houve aumento 

significativo na atividade de MMP-2 e MMP-9, com potencializada atividade de MMP-



2 no grupo DM+DP. Em resumo, nós observamos que o DM mais a DP agravam a 

resposta inflamatória e processo destrutivo na região periodontal, caracterizada por 

aumento da migração de neutrófilos, reabsorção óssea, aumento na produção de 

CXCL2 e CCL3, aumento na atividade de MMP-2 e diminuição da porcentagem de 

colágeno, sugerindo assim um desequilíbrio no reparo tecidual da região periodontal. 

 

Palavras chave: doenças periodontais, diabetes mellitus, inflamação, 

metaloproteases, colágeno 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 



BELTRAN, C.T. DIABETES POTENTIATES ALVEOLAR BONE RESORPTION 

AND CAUSES IMBALANCE BETWEEN COLLAGEN AND MMPs IN MICE WITH 

EXPERIMENTALLY INDUCED PERIODONTAL DISEASE. Dissertação (Mestrado 

em Ciências Fisiológicas) – Programa Multicêntrico de Pós-Graduação em Ciências 

Fisiológicas. Faculdade de Odontologia de Araçatuba. Universidade Estadual 

Paulista – UNESP. Araçatuba. 2016. 

 

Periodontal disease (DP) and diabetes mellitus (DM) are chronic inflammatory 

diseases that when associated increase destruction in the periodontal region. Then, 

the aim of our study was to evaluate the role of DM in inflammatory process, bone 

resorption, matrix metalloproteinase (MMP), collagen and TGF-β1 production during 

periodontal disease experimental in mice. Forty Balb/c mice 18-22 g were used, 

divided equally into 4 groups, normal (N), normal with periodontal disease (N+DP), 

diabetic (DM), diabetic with periodontal disease (DM+DP). The diabetes was induced 

by 200 mg/kg streptozotocin via intraperitoneal. After of 7 days the glycemic indices 

was evaluated, and animals were considered diabetics than blood glucose has 

become equal to or greater than 250 mg/dL. Mice of the DP group had a ligature 

around the first molars, and 15th day, the animals were euthanized and samples were 

collected for the following analyzes. The gingival tissue was collected to analysis 

inflammatory markers, such as CXCL2, CCL3 and TGF-β1 levels by ELISA; gene 

expression of MMP-2, MMP-9, TGF-β1 and col1a2 by real time RT-PCR; and MMP-2 

and MMP-9 enzyme activity by zymography. The parameters of alveolar bone 

resorption, neutrophil recruitment and collagen quantification also were evaluated by 

histological processing of the hemimandibles, which showed significant difference in 

DM+DP group. Periodontal disease was able to increase CXCL2, CCL3 and TGF-β1 

production, however only CXCL2 and CCL3 production were increased in the 

DM+DP group. Gene expression of MMP-2 was not significant altered in the groups 

analyzed, however expression de MMP-9 was reduced in the DP, meanly in the 

DM+DP group, well as expression of TGF-β1 and col1a2. In addition, groups with 

periodontal disease showed significant enhance in the activity of the MMP-2 and 

MMP-9, with high level activity of MMP-2 in the DM+DP group. In summary, it was 

possible to observe that diabetes plus DP aggravate inflammatory and destructive 

process of periodontal region, characterized by increased in the neutrophil migration 

and bone resorption, higher CXCL2 and CCL3 production, and increase in the MMP-



2 activity with change of the amount of collagen, suggesting an imbalance in tissue 

repair of periodontal region. 

 

Key words: periodontal diseases, diabetes mellitus, inflammation, metalloproteases, 

collagen 
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1 Introdução e síntese bibliográfica 

 

A doença periodontal (DP) é uma doença inflamatória crônica que ocasiona 

danos aos elementos que dão suporte e sustentação aos dentes, representados por 

gengiva, cemento, ligamento periodontal e osso alveolar (Gurkan, Emingil et al. 

2006, Bascones-Martinez, Matesanz-Perez et al. 2011). Esta doença é caracterizada 

por destruição dos tecidos periodontais, resultando em formação de bolsa 

periodontal, perda de tecido conjuntivo e perda de osso alveolar, podendo levar à 

mobilidade dos dentes (Loe 1993, Iacopino 2001). Gengivite é a forma mais branda 

da DP, sendo reversível após a remoção do fator etiológico, já a periodontite, é a 

forma mais agressiva da doença causando comprometimento das estruturas de 

suporte dental, acarretando eventual perda dos dentes (Bascones-Martinez, 

Matesanz-Perez et al. 2011, Llambes, Arias-Herrera et al. 2015). 

 O principal fator etiológico da DP é o biofilme, no qual estão presentes micro-

organismos, que em combinação com a susceptibilidade do hospedeiro e fatores 

ambientais, podem iniciar o desenvolvimento da DP (Llambes, Arias-Herrera et al. 

2015). Estas bactérias presentes no biofilme produzem fatores de virulência, os 

quais além de atuarem diretamente no tecido, estimulam as células residentes à 

liberarem mediadores que atuam no processo da inflamação, causando assim 

prejuízos à região periodontal (Iacopino 2001, Bascones-Martinez, Matesanz-Perez 

et al. 2011). Dentre estes mediadores, podemos destacar alguns tipos de citocinas 

inflamatórias, as quais estão envolvidas na imunopatologia das periodontites, como 

fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucina 1 beta (IL-1β) e interleucina 6 (IL-

6), estas favorecem o recrutamento leucocitário, aumentam a liberação de outros 

mediadores inflamatórios secundários agravando ainda mais a inflamação, 
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estimulam a liberação de metaloproteinases de matriz (MMPs), diminuem a síntese 

de colágeno, e favorecem a reabsorção óssea (Iacopino 2001, Liao, Fei et al. 2014, 

Llambes, Arias-Herrera et al. 2015). Os principais fatores de risco para o 

desenvolvimento da DP podem resumir-se em tabagismo, alcoolismo, sexo, 

obesidade, síndrome metabólica, osteoporose, falta de cálcio e vitamina D, estresse, 

fatores genéticos, e diabetes (Genco and Borgnakke 2013).  

De acordo com a Federação Internacional do Diabetes, o diabetes mellitus 

(DM) é uma doença comumente encontrada na população e vem crescendo 

progressivamente; só no ano de 2015, mundialmente, foram registradas 415 milhões 

de pessoas com diabetes mellitus, e a estimativa para 2040 é de aumento para 642 

milhões de indivíduos, mostrando assim a grande importância de estudos voltados a 

esta problemática. 

O diabetes mellitus é uma desordem metabólica multifatorial caracterizada por 

hiperglicemia (Wu, Xiao et al. 2015). Pode ser classificada em 3 categorias: diabetes 

tipo 1, ocasionado por reações auto-imunes contra as células beta pancreáticas, 

causando deficiência na produção de insulina, ou até mesmo perca total em sua 

secreção, comumente encontrada em crianças e adolescentes; diabetes tipo 2, o 

tipo mais comum da doença, onde há a resistência à insulina, ou insuficiência 

relativa de insulina; e, diabetes gestacional, causada por intolerância à glicose, 

desenvolvida durante o período de gestação (Matthews 2002). 

A hiperglicemia, principal característica do DM, é responsável por vários 

fatores que contribuem para as complicações diabéticas clássicas, tais como 

nefropatias, neuropatias, retinopatias, doenças vasculares, inclusive o 

desenvolvimento e exacerbação da DP (Wu, Xiao et al. 2015). Durante a cronicidade 

do diabetes, ocorre instalação de um quadro hiperglicêmico e isto favorece 
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interações não-enzimáticas entre açúcares redutores ou lipídeos oxidados, e, 

proteínas, aminofosfolipídeos ou ácidos nucléicos, os então denominados produtos 

finais de glicação avançada (AGEs), os quais se ligam aos seus receptores 

específicos (RAGES), presentes em vários tipos celulares, como fibroblastos, células 

endoteliais e células imunes, levando a diminuição da produção de colágeno, 

aumento da permeabilidade celular e aumento da liberação de quimiocinas, fatores 

que contribuem para a destruição periodontal (Grossi and Genco 1998, Iacopino 

2001, Bascones-Martinez, Matesanz-Perez et al. 2011, Llambes, Arias-Herrera et al. 

2015). 

Vários estudos tem demonstrado que o diabetes aumenta não só o risco, mas 

também a gravidade da DP (Pranckeviciene, Siudikiene et al. 2014, Stanko and 

Izakovicova Holla 2014). Em experimentos com ratos diabéticos com periodontite foi 

observado aumento nos níveis de TNF-α e IL-1β, sendo que, estas citocinas além de 

serem responsáveis pelo processo da DP como mencionado anteriormente, também 

estão relacionadas com o favorecimento do quadro diabético, principalmente o TNF-

α, o qual tem sido associado com resistência à insulina (Mishima, Kuyama et al. 

2001, Jiang, Cui et al. 2013), mostrando assim a relação bidirecional entre estas 

duas doenças. A resposta imune também sofre alteração com a associação do DM 

com a DP (Manouchehr-Pour, Spagnuolo et al. 1981, McMullen, Van Dyke et al. 

1981). Os neutrófilos que são células do sistema imunológico, atuam na região do 

periodonto de modo a controlar a progressão do biofilme por meio da fagocitose e 

liberação do conteúdo de seus grânulos (Nauseef 2007). Quando a DP ocorre em 

um indivíduo diabético, a resposta dos neutrófilos apresenta-se comprometida, tanto 

na aderência, quimiotaxia, e poder microbicida (Manouchehr-Pour, Spagnuolo et al. 

1981). Outra característica comumente observada na DP e prejudicada pela 
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presença do diabetes é a reabsorção óssea (Sima and Glogauer 2013, Wu, Xiao et 

al. 2015). A alteração do metabolismo ósseo é uma das importantes complicações 

ocorridas a longo prazo associada a DP e ao DM (Wu, Xiao et al. 2015). O 

desequilíbrio entre o ligante do receptor ativador do fator nuclear kapa B (RANKL) e 

da osteoprotegerina (OPG) tem se mostrado um possível mecanismo para explicar 

os prejuízos ósseos em indivíduos diabéticos com DP (Beam, Parsons et al. 2002, 

Sima and Glogauer 2013). Além disso, o quadro hiperglicêmico reduz a 

diferenciação e proliferação de osteoblastos, bem como a produção de colágeno 

(Beam, Parsons et al. 2002, Sima and Glogauer 2013). 

As quimiocinas também podem ter um importante papel no contexto 

periodontal. Quimiocinas nada mais são que um grupo de proteínas com baixo peso 

molecular que estimulam e ou ativam o recrutamento dos leucócitos (Graves and 

Jiang 1995). Geralmente, são mediadores pró-inflamatórios secundários, sendo 

induzidas por outros fatores, os mediadores pró-inflamatórios primários, como IL-1β 

ou TNF-α (Graves and Jiang 1995). A grande maioria de seus efeito biológicos, é por 

intermédio de receptores específicos acoplados a proteína G, que ativam várias vias 

de sinalização intracelulares (Rossi and Zlotnik 2000). A denominação das 

quimiocinas foi dada de acordo com a posição do resíduo de cisteína na molécula, 

sendo divididas em, famílias das C, CXC, CC e CX3C quimiocinas (Zlotnik and 

Yoshie 2000). As CC e CXC quimiocinas, estão envolvidas em muitas doenças, 

inclusive na DP (Driscoll 1994, Menten, Wuyts et al. 2002). A quimiocina CCL3, da 

família CC, é um fator quimioatraente para neutrófilos e macrófagos, com importante 

papel no reparo tecidual, e tem sido considerado um importante biomarcador de DP, 

em virtude de estar presente em concentrações elevadas em modelos dessa 

doença. (Driscoll 1994, Menten, Wuyts et al. 2002, Garlet, Avila-Campos et al. 2005, 
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Sexton, Lin et al. 2011, Al-Sabbagh, Alladah et al. 2012, Fine, Markowitz et al. 2014, 

Souto, Queiroz et al. 2014). Outra importante quimiocina é a CXCL2, pertencente à 

família CXC, também um potente quimioatraente para neutrófilos, e está envolvida 

em vários processos patológicos, como por exemplo, câncer, destruição óssea, e DP 

(Driscoll 1994, Graves and Jiang 1995, Miyauchi, Kitagawa et al. 2004, Oue, Lee et 

al. 2012). Além da DP, o diabetes também promove desregulação destas duas 

quimiocinas, o que favorece um perfil pró-inflamatório, o qual poderá ocasionar ou 

agravar prejuízos na região periodontal (Naguib, Al-Mashat et al. 2004, Duarte, 

Bezerra et al. 2014).  

Como a DP e o DM são doenças inflamatórias crônicas, durante seu 

desenvolvimento é comum ser observado alterações na estrutura tecidual, estas 

alterações podem ocorrer devido as respostas ocasionadas pela inflamação, visto 

que as células imunes podem liberarem uma série de substâncias, as quais podem 

prejudicar a homeostasia dos processos de reparo tecidual (Steinsvoll, Halstensen et 

al. 1999, Iacopino 2001, Silva, Lorencini et al. 2008, Monea, Mezei et al. 2012). 

Alguns fatores de crescimento, como por exemplo, o fator de transformação de 

crescimento beta (TGF-β), pode estar envolvido nestes processos. O TGF-β 

compreende uma família de fatores de crescimento polipeptídios, distribuídas em 3 

principais isoformas, TGF-β1, 2 e 3, sendo que TGF-β1 é a isoforma mais abundante 

nos tecidos (Branton and Kopp 1999, Han, Li et al. 2012). O TGF-β1 exerce um 

papel antagônico, ora atua como citocina pró-inflamatória, ora como anti-

inflamatória, mais precisamente envolvida no reparo tecidual (Okada and Murakami 

1998, Branton and Kopp 1999, Han, Li et al. 2012). Em processos inflamatórios, o 

TGF-β1 promove ativação de células T naïve em células com padrão Th17, as quais 

liberam vários mediadores atuantes na inflamação, assim evidenciando seu efeito 
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pró-inflamatório (Han, Li et al. 2012). Em contrapartida, também atua nos processos 

de reparo tecidual, estimulando a síntese de componentes de matriz extracelular 

(MEC) favorecendo a produção de tecido conjuntivo, e algumas vezes podem 

diminuir a degradação de proteínas de matriz, por inibir a produção de enzimas 

proteolíticas como as MMPs (Skaleric, Kramar et al. 1997, Okada and Murakami 

1998, Branton and Kopp 1999, Han, Li et al. 2012).  

Outro fator importante no reparo tecidual, e que devemos dar atenção é a 

produção de colágeno. O colágeno é uma proteína fundamental para todos os 

tecidos, pois é um importante constituinte da MEC (Sivan, Hayes et al. 2014). Os 

fibroblastos são as principais células produtoras de colágeno, principalmente no 

tecido gengival (Havemose-Poulsen and Holmstrup 1997). Existem diversos tipos de 

colágeno (Gordon and Hahn 2010), porém os mais abundantes no organismo são os 

tipos 1, 2 e 3 (Lodish, Berk et al. 2000). O colágeno tipo 1 é o constituinte orgânico 

mais abundante no osso alveolar, este é expresso por osteoblastos e compõem 

cerca de 90% da matriz óssea (Becker, Schuppan et al. 1986). A DP é capaz de 

reduzir a porcentagem das fibras de colágeno nos tecidos periodontais, acarretando 

assim comprometimento das estruturas do periodonto (Seguier, Gogly et al. 2001, 

Ejeil, Igondjo-Tchen et al. 2003, Lorencini, Silva et al. 2009). O diabetes também 

altera a produção de colágeno, visto que ratos diabéticos mostraram diminuição 

significativa da produção de colágeno em cartilagem articular e tecido ósseo parietal 

(Spanheimer, Umpierrez et al. 1988), mostrando assim que a associação da DP com 

o DM pode promover graves problemas na região periodontal por redução da 

quantidade de colágeno. Esta redução de colágeno geralmente é associada a ação 

de enzimas proteolíticas capazes de degradarem estas estruturas, tais como as 

MMPs (Birkedal-Hansen 1993, Kim, Chung et al. 2013). 
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As MMPs são endopeptidases com mecanismos catalíticos dependentes de 

íons cálcio e zinco, e são produzidas por uma variedade de células, tais como, 

leucócitos polimorfonucleares, macrófagos, fibroblastos, células ósseas, células 

epiteliais e endoteliais (Ryan and Golub 2000). As MMPs são responsáveis pela 

degradação de componentes da matriz extracelular, como por exemplo o colágeno, 

possuindo assim função na homeostasia tecidual (Birkedal-Hansen 1993). 

Semelhantemente como todas as proteinases secretadas, a atividade das MMPs é 

regulada pela expressão gênica, compartimentalização, ativação de pró-enzimas, 

inativação enzimática, e ainda podem ser controladas pela disponibilidade e 

afinidade do substrato (Parks, Wilson et al. 2004). Apesar das MMPs estarem 

envolvidas na homeostasia da matriz extracelular do tecido saudável, também pode 

iniciar processos de destruição tecidual em doenças inflamatórias (Yucel-Lindberg 

and Bage 2013). A expressão e atividade das MMPs é relativamente baixa em 

indivíduos saudáveis, porém quando mediante as condições patológicas como 

doenças inflamatórias e crescimento tumoral, há um significativo aumento da 

expressão e atividade (Sorsa, Tjaderhane et al. 2004).  

As MMPs são subdivididas em colagenases, gelatinases, estromelisinas, 

matrilisinas, MT-MMPs, e outras MMPs (Sorsa, Tjaderhane et al. 2004). Entre as 

MMPs, as gelatinases (MMP-2 e MMP-9) têm sido extensivamente estudadas por 

serem responsáveis pela degradação proteolítica da matriz extracelular, sendo 

capazes de degradar colágeno e outros componentes da membrana basal, 

contribuindo significativamente com várias doenças, inclusive a doença periodontal 

(Sakalihasan, Delvenne et al. 1996, Clark, Krekoski et al. 1997, Achong, Nishimura 

et al. 2003, Ejeil, Igondjo-Tchen et al. 2003, Sorsa, Tjaderhane et al. 2004, Lorencini, 

Silva et al. 2009, Chao, Chuang et al. 2016). Estudos mostraram que há aumento de 
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MMP-2 durante 21 dias de DP experimental em animais (Achong, Nishimura et al. 

2003), além disso pacientes com periodontites mostraram aumento de MMP-9 em 

fluído de sulco gengival em relação a indivíduos saudáveis (Rai, Kharb et al. 2008), 

indicando que MMP-2 e MMP-9 podem contribuir para o processo patológico da DP, 

sendo indicadores preditivos relevantes para a progressão de periodontite (Kim, 

Chung et al. 2013). O diabetes também pode alterar a produção de MMPs, 

especialmente MMP-2 e MMP-9, pois indivíduos diabéticos apresentaram níveis 

plasmáticos elevados destas MMPs, em comparação aos indivíduos não diabéticos, 

o que pode refletir em alterações no metabolismo de componentes de MEC (Derosa, 

D'Angelo et al. 2007), o desequilíbrio entre a atividade das MMPs e a quantidade 

dos constituintes da MEC são extremamente prejudiciais aos processos de reparo 

tecidual. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar o papel do DM sobre 

o processo inflamatório, reabsorção óssea, produção de MMPs, colágeno e TGF-β1 

em camundongos com DP experimental, e encontrar um provável mecanismo para 

essas alterações. 
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2 Objetivos 

 

2.1 Objetivos gerais 

O objetivo do nosso trabalho foi avaliar o papel do diabetes sobre o processo 

inflamatório, reabsorção óssea, produção de MMPs, colágeno e TGF-β1 em 

camundongos com DP experimental. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

Para alcançar nossos objetivos avaliamos: 

1- O recrutamento celular para o local da lesão periodontal; 

 

2- O nível de reabsorção óssea alveolar induzida pela presença das bactérias; 

 

3- A produção das quimiocinas CXCL2, CCL3 e citocina TGF-β1 em tecido gengival 

de camundongos normais e diabéticos com doença periodontal; 

 

4- A expressão gênica de MMP-2, MMP-9, TGF-β1 e col1a2 em tecido gengival de 

camundongos normais e diabéticos com doença periodontal; 

 

5- A atividade da enzima MMP-2 e MMP-9 em tecido gengival de camundongos 

normais e diabéticos com doença periodontal; 
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6- A quantidade de colágeno em cortes de mandíbulas de camundongos normais e 

diabéticos com doença periodontal. 
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3 Materiais e métodos 

 

3.1 Animais e aspectos éticos 

Para realização deste trabalho foram utilizados 40 camundongos Balb/c 

machos de 18 - 22 g provenientes do biotério do Departamento de Ciências Básicas 

da Faculdade de Odontologia de Araçatuba. Estes animais permaneceram em uma 

sala climatizada com temperatura em torno de 22 ± 3⁰C, umidade 55% ± 3%, com 

sistema de exaustão, ciclo claro/escuro de 12 horas, e com consumo de água e 

ração à vontade. Os camundongos foram distribuídos igualmente em quatro grupos, 

sendo estes: normal (N), normal com doença periodontal (N+DP), diabético (DM), e 

diabético com doença periodontal (DM+DP). Os protocolos experimentais foram 

submetidos e aprovados pela Comissão de Ética em Experimentação Animal 

(CEUA) da Faculdade de Odontologia de Araçatuba – UNESP, Araçatuba-SP, Brasil, 

processo n º 00393-2015. 

 

3.2 Indução de diabetes 

A indução do diabetes foi realizada por meio de injeção intraperitoneal de 

estreptozotocina 200 mg/Kg (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) preparada em 

tampão citrato 100 mM pH 4,5. Os animais do grupo normal receberam somente 

administração do tampão. Sete dias após, uma alíquota de sangue equivalente a 

uma gota foi retirada por meio de um pique na cauda dos animais para dosagem dos 

níveis de glicemia por glicosímetro (OneTouch Ultra 2, Johnson & Johnson Medical, 

Milpitas, CA, USA). Os camundongos foram considerados diabéticos quando os 

níveis de glicose apresentaram-se maiores ou iguais a 250 mg/dL (Kim, Choi et al. 

2014). 
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3.3 Indução de doença periodontal experimental 

A doença periodontal experimental foi induzida em animais normais, e 

animais diabéticos, nestes logo após a comprovação dos índices glicêmicos, para a 

formação dos grupos N+DP e DM+DP. Os camundongos foram anestesiados por 

injeção intraperitoneal de cloridrato de quetamina (50 mg/Kg - Cetamin, Syntec, 

Hortolândia, SP, Brasil) com cloridrato de xilazina (2% - Calmiun, Agener União, 

Embu-Guaçu, SP, Brasil). Foi inserida uma ligadura com fio de seda 4,0 (Shalon, 

Goiânia, GO, Brasil) ao redor do primeiro molar inferior, em ambos os lados. Após 14 

dias, os animais foram eutanasiados por overdose de cloridrato de quetamina (100 

mg/kg) mais xilazina (10 mg/kg). Então as hemimandíbulas e o tecido gengival 

marginal puderam ser coletados cirurgicamente para análises posteriores (de Molon, 

Mascarenhas et al. 2015). 

 

3.4 Processamento histológico 

As hemimandíbulas foram fixadas em formaldeído tamponado 4% por 24 

horas, e desmineralizadas em solução de ácido etilenodiamino tetra acético (EDTA - 

Dinâmica, Diadema, SP, Brasil) 10% por 45 dias. Após, os tecidos foram 

processados em soluções seriadas de álcool e xilol para desidratação, e em 

sequência incluídos em parafina. Para a confecção das lâminas, cortes seriados de 

5 µm de espessura foram coletados para a detecção do primeiro molar e suporte 

periodontal. As análises histológicas foram feitas por meio de coloração de 

hematoxilina e eosina (H&E) e tricrômio de Masson (Bonato, do-Amaral et al. 2012). 
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3.5 Análise histomorfométrica 

Após a coloração de H&E, as lâminas foram fotografadas em aumento de 

100x por câmera digital (Leica, DFC 450, Wetzlar, HE, Alemanha) acoplada em um 

microscópio de luz (Leica, DM4000 B LED, Wetzlar, HE, Alemanha). De modo 

eliminar os backgrounds derivados dos processos de captura das imagens, foi feita 

correção de brilho, balanço de cor e contraste das figuras. A área de osso alveolar 

então pode ser mensurada (µm2) na região da furca pelo software Image J (Versão 

1.47, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) (Saadi-Thiers, Huck et al. 

2013, de Molon, Mascarenhas et al. 2015). 

 

3.6 Análise do processo inflamatório no tecido 

O infiltrado inflamatório também foi analisado nas lâminas coradas com H&E 

por microscopia de luz (Olympus, CX31, Shinjuku, Tóquio, Japão). A contagem de 

células inflamatórias foi feita pelo número de células circundantes entre a crista 

óssea inter-radicular e o ponto da bifurcação das raízes, em 10 campos contados 

em aumento de 1000x (Bonato, do-Amaral et al. 2012). 

 

3.7 Detecção da produção de CXCL2, CCL3 e TGF-β1 por ELISA 

A produção de CXCL2, CCL3 e TGF-β1 foram quantificadas do tecido 

gengival marginal dos camundongos, pelo ensaio imunoenzimático (ELISA). 

Primeiramente o tecido gengival foi homogeneizado em tampão com inibidores de 

proteases e armazenados em freezer -80 até o momento das análises. 

Posteriormente placas de 96 poços foram incubadas com anticorpos primários anti-

CXCL2 e anti-CCL3 (R&D systems, Minneapolis, MN, USA) diluídos em tampão 

fosfato salino 1x (PBS 1x) por 17 horas à 4°C. Posteriormente, as placas foram 
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lavadas com solução de lavagem, e bloqueadas por 1 hora em temperatura 

ambiente (TA) com PBS 1x mais albumina sérica bovina (BSA) 1% (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA). Após, as placas foram lavadas e o anticorpo recombinante 

(R&D systems, Minneapolis, MN, USA), para confecção da curva padrão, ou 

amostras foram adicionadas e incubadas por 3 horas em TA. Depois deste período, 

as placas foram novamente lavadas, e o anticorpo secundário (R&D systems, 

Minneapolis, MN, USA), correspondente a cada alvo, foi incubado por 1 hora em TA. 

Em seguida, as placas foram lavadas e adicionadas estreptoavidina conjugada com 

peroxidase (1:2000) por 30 minutos em TA. Passado este tempo, após lavagem da 

placa, foi adicionado solução de substrato cromogênico 3,3 ', 5,5'-tetrametilbenzidina 

TMB (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) por 30 minutos à TA. A reação então, foi 

parada com solução de ácido sulfúrico 1M (Gomes, Filho et al. 2008). 

A produção de TGF-β1 foi avaliada por kit comercial Quantikine Elisa 

(SMB100B – R&D systems, Minneapolis, MN, USA), de acordo com instruções 

previamente descritas pelos fabricantes. 

A quantificação da cor produzida nas reações foi feita por espectrofotômetro 

(Spectra Max 190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA), em comprimento de 

onda de 450 nm. A concentração de CXCL2, CCL3 e TGF-β1 foi calculada em 

pg/mL por comparação com os resultados da curva padrão. 

 

3.8 Análise da expressão gênica de MMP-2, MMP-9, TGF-β1 e col1a2 por RT- 

PCR em tempo real 

 

3.8.1 Extração e quantificação do RNA total 
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A extração do RNA total foi realizada por meio da adição do reagente Trizol 

(Life Technologies - Invitrogen, Carlsbad, Califórnia, USA) aos tecidos gengivais 

seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Para tanto, após a 

homogeneização dos tecidos em 1 mL de Trizol, foram adicionados 200 μL de 

clorofórmio (Merck, Millipore - Darmstadt, HE, Alemanha), logo em seguida, os tubos 

foram vigorosamente agitados e mantidos em repouso à TA por 3 minutos. 

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 4°C e 13000 g, por 15 minutos, e 

a fase aquosa superior de cada tubo foi retirada e acondicionada em tubos novos. 

Para precipitação do RNA foram adicionados 1 mL de álcool isopropílico (Merck, 

Millipore - Darmstadt, HE, Alemanha) para cada 1 mL de fase aquosa coletada. 

Então, as amostras foram estocadas a -20 ºC overnight.  

No dia seguinte, os tubos foram centrifugados à 4ºC e 13000 g, por 15 

minutos, para obtenção dos precipitados. Posteriormente, estes precipitados foram 

lavados com etanol (Merck, Millipore - Darmstadt, HE, Alemanha) a 75% e 

novamente centrifugados à 4ºC e 10000 g, por 10 minutos. Após, o sobrenadante foi 

desprezado e os precipitados formados foram dissolvidos em 15 μL de água tratada 

com dietilpirocarbonato (DEPC) (Applied Biosystems - Life Technologies, Carlsbad, 

CA, USA) e estocados em freezer a -80 ºC. Para quantificação do RNA total, 

alíquota de 2 μL de cada amostra de RNA obtido foi diluída em 98 μL de água 

destilada ultra pura - livre de DNAse/RNAse. A leitura foi realizada em 

espectrofotômetro (Spectra Max 190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA), 

considerando as leituras nos comprimentos de onda de 280 e 260 nm. 
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3.8.2 Transcrição reversa 

Com o propósito de eliminar possíveis contaminações por DNA genômico, o 

RNA total das amostras foi tratado com DNAse I (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA), e o DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 2 μg de RNA total, 

por reação de transcrição reversa, com a utilização de kit High Capacity 

(AppliedBiosystems, Life Technologies - Carlsbad, CA, USA), ambos os kits, foram 

feitos de acordo com instruções do fabricante. 

 

3.8.3 PCR quantitativo 

A expressão quantitativa do RNAm para os diferentes alvos foi realizada por 

meio das reações de PCR em tempo real, utilizando-se o sistema Taqman (Applied 

Biosystems, Life Technologies - Carlsbad, CA, USA), em um aparelho StepOne 

Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Life Technologies - Carlsbad, CA, 

USA). Para esta reação foram utilizadas sondas inventoriadas marcadas com 

fluoróforo FAM disponibilizadas pela mesma empresa. São elas: MMP-2 

(Mm00439498-m1), MMP-9 (Mm00442991-m1), TGF-β1 (Mm01178820-m1) e 

colágeno 1a2 (Mm00483888-m1). Paralelamente, também foi realizada à 

amplificação do gene constitutivo com sonda inventoriada disponibilizada pela 

mesma empresa: β-actina (Actb –Mm00607939) fluoróforo VIC. 

Para obtenção da melhor eficiência da reação, foram realizadas diluições 

seriadas de um pool de amostras de cDNA (1:2, 1:4; 1:8; 1:16, 1:32 e 1:64), 

utilizando as concentrações dos reagentes para o sistema Taqman determinadas 

previamente.  

Para realização do ensaio adicionou-se a microplacas alíquotas de 2 μL do 

cDNA na melhor diluição encontrada no teste descrito acima, reagentes Taqman 
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Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems, Life Technologies - Carlsbad, CA, 

USA), mais as sondas, tudo como determinado pelo fabricante, num volume final de 

reação de 10 μL. Esta reação de amplificação compreende em 2 minutos à 50ºC; 10 

minutos à 95ºC; e 40 ciclos de 15 segundos à 95ºC, e 1 min à 60ºC, conforme 

recomendado pela empresa. A determinação dos níveis de expressão dos genes 

alvos foi realizada pela quantificação relativa (RQ), utilizando-se a equação RQ = 2-

ΔΔCT (Livak and Schmittgen 2001). Para cada grupo, foi detectado o valor de CT 

(cicle threshold – ou ciclo limiar) tanto para o gene alvo quanto para o normalizador. 

Esse valor representa o ponto em que o sinal de amplificação foi detectado. O valor 

do CT do gene alvo foi subtraído do valor do CT do normalizador e resultou no valor 

de ΔCT; o valor de ΔCT do gene alvo foi então subtraído do valor do ΔCT do 

calibrador (controle), e foi encontrado o valor de ΔΔCT. Este valor foi utilizado na 

fórmula do nível de expressão, onde o número 2 representou a somatória da 

eficiência do gene alvo e do normalizador, considerando que ambos os genes 

possuem 100% de eficiência (Livak and Schmittgen 2001). Uma amostra negativa 

(água) foi submetida à reação com cada par das sequências das sondas 

inventoriadas utilizadas. 

 

3.9 Detecção da atividade de MMP-2 e MMP-9 por zimografia 

A atividade de MMP-2 e MMP-9 foi analisada por ensaio de zimografia em gel 

de gelatina. O tecido gengival foi homogeneizado em tampão de lise por sonicador 

(Sonics Vibra Cell, Newtown, CT, USA), seguido de centrifugação e coleta do 

sobrenadante. Neste sobrenadante foram adicionados tampão não-redutor 5x, 

composto por: 0,05% de azul de bromofenol, 10% de dodecil sulfato de sódio - SDS, 

Trizma Base 1,5 M e 50% de glicerol (todos Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). 
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Então estas amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida 10% (acrilamida 

30% e bisacrilamida 0,8% - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) copolimerizado com 

0,8% de substrato de gelatina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). O gel então foi 

submetido a eletroforese, com corrida realizada em temperatura de 4°C por volta de 

5 horas. Depois da eletroforese, o gel foi lavado em 2 % de Tween 20 (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) por 2 vezes de 30 minutos cada, para renaturação das 

proteínas. Após, o gel foi incubado em solução de 50 mmol/L Trizma Base (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) e 5mmol /L CaCl2 (Dinâmica, Diadema, SP, Brasil) pH 

7,4, à 37oC por 15 horas. Posteriormente o gel foi lavado por 2 vezes em água 

destilada, e foi corado com solução de Coomassie Brilliant Blue composta por 30% 

de solução de metanol (Dinâmica, Diadema, SP, Brasil), 10% de ácido acético 

(Vetec, Duque de Caxias, RJ, Brasil) e 0,5% corante Coomassie Brilliant Blue 

(BioRad, Filadélfia, PA, USA) por 60 minutos. Em sequência, o gel foi descorado em 

solução descorante com 30% de metanol (Dinâmica, Diadema, SP, Brasil) e 10% de 

ácido acético (Vetec, Duque de Caxias, RJ, Brasil) por 30 minutos. A gelatina 

degradada foi visualizada em zonas claras de destruição, em relação ao plano de 

fundo azul. Ao término do ensaio o gel foi digitalizado por scanner e as imagens 

foram submetidas à inversão de cores e contraste automático para serem analisadas 

por densitometria no software Scion Image (ScionCorp. Frederick, MD, USA) 

(Chaves Neto, Yano et al. 2010). 

 

3.10 Quantificação de colágeno nos cortes histológicos 

A presença de colágeno foi verificada nos cortes das mandíbulas dos 

camundongos normais e diabéticos, com e sem DP, por coloração com kit para 

tricrômio de Masson (Easy Path, São Paulo, SP, Brasil). A presença de colágeno é 
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representada por coloração azul nos cortes histológicos, enquanto a coloração 

vermelha representa queratina. Os procedimentos experimentais foram executados 

como recomendado pelo fabricante. 

As imagens dos cortes foram capturadas em aumento de 100x por câmera 

digital (Leica, DFC 450, Wetzlar, HE, Alemanha), acoplada em um microscópio de 

luz (Leica, DM4000 B LED, Wetzlar, HE, Alemanha), e a coloração azul, foi 

quantificada na região da furca pelo software Image J (Versão 1.47, National 

Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) (Tejiram, Zhang et al. 2016). 

 

3.11 Análise estatística 

Os resultados foram apresentados por média ± erro padrão da média (EPM), 

submetidos a teste estatístico one-way ANOVA seguido por pós-teste Bonferroni. 

Foram considerados valores estatisticamente significantes de p < 0,05. As análises 

foram realizadas pelo software GraphPad Prism 6 (Graph Software, La Jolla, CA, 

USA). 
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4 Resultados 

 

4.1 Indução da doença periodontal experimental nos camundongos normais e 

diabéticos causa reabsorção óssea e recrutamento de neutrófilos 

No sentido de confirmar a doença periodontal após 15 dias de indução, 

avaliamos a presença de reabsorção óssea em torno do primeiro molar onde 

ocorreu a ligadura, e o recrutamento celular decorrente do processo inflamatório. Na 

figura 1 podemos verificar que houve a instalação da DP tanto em camundongos 

normais (D, E, F), quanto em camundongos diabéticos (J, K, L). Devido a isto 

observamos reabsorção de osso alveolar na crista óssea interdental e inter-radicular, 

além disso, temos um recrutamento de células inflamatórias para a região da furca. 

Os grupos controles, N (A, B, C) e DM (G, H, I) permaneceram com a região 

periodontal inalterada. 

As medidas de área óssea mostraram que a DP foi capaz de causar 

reabsorção de osso alveolar em ambos os grupos, N+DP e DM+DP. Entretanto, o 

grupo DM+DP mostrou perda óssea mais significativa, quando comparado ao grupo 

N+DP (figura 1M).  

 Um aumento significativo do infiltrado de células inflamatórias, mais 

precisamente de neutrófilos, também foi observado nos grupos N+DP e DM+DP, 

comparados com seus respectivos controles N e DM. O infiltrado de neutrófilos foi 

mais pronunciado no grupo DM+DP comparado ao grupo N+DP (Figura 1N). O 

número de linfócitos, macrófagos e eosinófilos no local da inflamação, não foram 

significativos (dados não apresentados). 
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Figura 1 Diabetes potencializa perda óssea e infiltrado inflamatório em camundongos 
com doença periodontal experimental. Cortes histológicos dos primeiros molares 
inferiores de 5 animais corados com H&E, dos grupos normal - N (A, B, C), normal com 
doença periodontal – N+DP (D, E, F), diabético – DM (G, H, I) e diabético com doença 
periodontal DM+DP (J, K, L). O símbolo seta = osso alveolar interdental; P = polpa dental; D 
= dentina; LP = ligamento periodontal e OA = osso alveolar inter-radicular. Medida de área 
de osso alveolar por µm2 usando software Image J (M). Recrutamento de neutrófilos entre a 
crista óssea inter-radicular e a bifurcação das raízes, por 10 campos contados (N). 
Resultados expressam média ± EPM. Valores significativos estão representados por, 
**p<0,01 (N+DP vs. N); ***p<0,001 (N+DP vs. N); ***p<0,001 (DM+DP vs. DM) e #p<0,05 
(DM+DP vs. N+DP). 
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4.2 Produção de CXCL2 e CCL3 está aumentada em tecido gengival de 

camundongos diabéticos com doença periodontal 

 A DP foi capaz de aumentar os níveis de CXCL2, CCL3 e TGF-β1 em ambos 

os grupos, N+DP e DM+DP, quando comparados aos grupos controles N e DM 

(figura 2). A produção de CXCL2 e CCL3 foi potencializada nos animais com 

diabetes (DM+DP) (figura 2A e B). Com relação a produção de TGF-β1, houve um 

ligeiro aumento em animais DM+DP, porém não estatisticamente significante (Figura 

2C). 
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Figura 2 Doença periodontal induz produção de CXCL2, CCL3 e TGF-β1 em tecido 
gengival de camundongos normais e diabéticos. Níveis de CXCL2 (A), CCL3 (B), TGF-
β1 (C) por pg/mL em tecido gengival de camundongos dos grupos normal (N), normal com 
doença periodontal (N+DP), diabético (DM) e diabético com doença periodontal (DM+DP) 
por ELISA. Resultados expressam média ± EPM. Valores significativos estão representados 
por, **p<0,01 (N+DP vs. N); ***p<0,001 (N+DP vs. N); ***p<0,001 (DM+DP vs. DM) e 
##p<0,01 (DM+DP vs. N+DP). 

 

 



53 
 

4.3 Diabetes diminui a expressão gênica de MMP-9, TGF-β1 e col1a2 em tecido 

gengival de camundongos com doença periodontal experimental 

 A expressão gênica de MMP-2 não apresentou diferença estatística nos 

grupos analisados (figura 3A), no entanto, podemos observar uma ligeira diminuição 

nos animais com DP (N+DP e DM+DP). Em relação à expressão de MMP-9, houve 

uma redução nos grupos com DP, apresentado uma diferença estatisticamente 

significativa somente no grupo DM+DP (figura 3B). 

 A DP também foi capaz de reduzir a expressão gênica de TGF-β1 em ambos 

os grupos, N+DP e DM+DP, quando comparados a seus grupos controles N e DM. 

Interessantemente, o grupo DM+DP também apresentou uma diminuição mais 

significativa de TGF-β1 em comparação ao grupo N+DP (figura 3C). 

 Em relação à expressão de colágeno tipo 1, podemos observar diminuição 

significativa de col1a2 nos grupos diabéticos, principalmente no grupo DM+DP, 

quando comparado ao N+DP (figura 3D). 
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Figura 3 Expressão gênica de MMP-9, TGF-β1 e col1a2 é reduzida em tecido gengival 
de camundongos diabéticos com doença periodontal. Expressão gênica de MMP-2 (A), 
MMP-9 (B), TGF-β1 (C) e col1a2 (D) em tecido gengival de camundongos dos grupos 
normal (N), normal com doença periodontal (N+DP), diabético (DM) e diabético com doença 
periodontal (DM+DP), por PCR em tempo real. Resultados expressam média ± EPM, 
normalizados por fold change. Valores significativos estão representados por, ***p<0,001 
(N+DP vs. N); ***p<0,001 (DM+DP vs. DM); ###p<0,001 (DM+DP vs. N+DP) e ##p<0,01 
(DM+DP vs. N+DP).  
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4.4 Atividade de MMP-2 e MMP-9 está aumentada na doença periodontal 

 A atividade enzimática de MMP-2 e MMP-9 foi avaliada por zimografia em 

amostras de tecido gengival (figura 4). Animais com DP apresentaram atividade 

elevada das MMPs, em comparação aos grupos sem DP. A atividade enzimática de 

MMP-2 foi potencializada no grupo DM+DP (figura 4A), e a MMP-9 foi ligeiramente 

reduzida neste grupo. 

 

 

Figura 4 Doença periodontal altera perfil enzimático de MMP-2 e MMP-9. Análise da 
atividade de MMP-2 (A) e MMP-9 (B) por zimografia em tecido gengival de camundongos 
dos grupos normal (N), normal com doença periodontal (N+DP), diabético (DM) e diabético 
com doença periodontal (DM+DP). Resultados expressam média ± EPM, normalizados por 
fold change. Valores significativos estão representados por, ***p<0,001 (N+DP vs. N); 
***p<0,001 (DM+DP vs. DM) e #p<0,05 (DM+DP vs. N+DP). 
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4.5 Diabetes reduz o colágeno da região na furca em camundongos com 

doença periodontal experimental 

 Na figura 5 podemos observar a presença de colágeno pela coloração azul 

nos cortes histológicos, pela técnica de tricrômio de Masson (figura 5 A – L). 

Visualmente podemos verificar que o colágeno está reduzido nos animais com DP, 

N+DP (figura 5D, E, F) e DM+DP (figura 5J, K, L), sendo mais evidenciado nas 

regiões ósseas, tanto no osso alveolar interdental como no inter-radicular. 

 Na quantificação de colágeno na região da furca podemos observar que os 

grupos N+DP e DM+DP mostraram diminuição significativa da porcentagem de 

colágeno, em comparação aos seus grupos controles N e DM. Esta diminuição de 

colágeno foi potencializada no grupo DM+DP, quando comparado ao grupo N+DP 

(figura 5M). 
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Figura 5 Colágeno está reduzido na região periodontal em camundongos diabéticos 
submetidos à doença periodontal. Cortes histológicos dos primeiros molares inferiores de 
5 animais, corados com tricrômio de Masson, dos grupos normal - N (A, B, C), normal com 
doença periodontal – N+DP (D, E, F), diabético - DM (G, H, I) e diabético com doença 
periodontal – DM+DP (J, K, L). O símbolo seta = osso alveolar interdental; P = polpa dental; 
D = dentina; LP = ligamento periodontal e OA = osso alveolar inter-radicular. Avaliação da 
quantidade de colágeno por porcentagem usando software Image J por campo contado 
(100x) (M). Resultados expressam média ± EPM. Valores significativos estão representados 
por, **p<0,01 (N+DP vs. N); ***p<0,001 (DM+DP vs. DM) e #p<0,05 (DM+DP vs. N+PD).  
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5 Discussão 

 

A DP e o DM são doenças inflamatórias crônicas, comumente encontradas na 

população, e quando estas estão associadas podem aumentar grandemente os 

prejuízos na região periodontal. Por esta razão, o objetivo do nosso estudo foi 

avaliar o papel do diabetes sobre o processo inflamatório, reabsorção óssea, 

produção de MMPs, colágeno e TGF-β1 em camundongos com DP experimental. 

 A DP experimental induzida em nossos animais segue o princípio de que uma 

ligadura inserida em torno do primeiro molar ocasiona um acúmulo de alimento no 

local, favorecendo assim a formação de placa bacteriana, cuja é o principal fator 

etiológico para o desenvolvimento da DP em humanos (Silva, Lorencini et al. 2008, 

de Molon, Mascarenhas et al. 2015, Llambes, Arias-Herrera et al. 2015). A presença 

do biofilme produz respostas imunes e não imunes, e as células residentes da região 

periodontal acabam sendo estimuladas e induzem a liberação de mediadores 

inflamatórios que atuam no recrutamento de leucócitos para região inflamada, bem 

como favorecem a destruição óssea por possível ativação de osteoclastos (Okada 

and Murakami 1998, Graves 2008, Di Benedetto, Gigante et al. 2013). Estudos 

experimentais tem demonstrado que a indução de DP causa inflamação na região 

do periodonto e perda de osso alveolar (Li and Amar 2007, Saadi-Thiers, Huck et al. 

2013, Kim, Lee et al. 2014, de Molon, Mascarenhas et al. 2015). A indução de DP 

por ligadura colocada ao redor do primeiro molar maxilar, causou perda óssea 

significativa em camundongos C57BL/6 após 45 e 60 dias de indução (de Molon, 

Mascarenhas et al. 2015). O diabetes também pode influenciar a reabsorção de 

osso alveolar, devido ao fato que, ratos diabéticos com DP tem perda óssea mais 

significativa quando comparado com animais não diabéticos com DP (Kim, Lee et al. 
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2014). Em nosso estudo podemos observar o mesmo perfil, em que a DP promoveu 

perda de osso alveolar em ambos os grupos, N+DP e DM+DP, causando 

reabsorção óssea mais significativa no grupo DM+DP, mostrando assim que o 

diabetes potencializou a perda óssea quando associada a DP. Também podemos 

observar nos nossos resultados que animais sem a indução da doença periodontal, 

não apresentaram lesão, mesmo sendo estes do grupo DM. 

 Outra importante característica da DP é a inflamação. Em processos 

inflamatórios agudos e crônicos, os neutrófilos iniciam importante papel na defesa 

contra a invasão bacteriana nos tecido circunjacentes, e no periodonto não é 

diferente (Hajishengallis, Chavakis et al. 2015). Os neutrófilos representam a maior 

parte dos leucócitos que são recrutados para a região periodontal em resposta ao 

biofilme, e sua quantidade no local da inflamação está relacionado com a severidade 

da doença, devido sua alta atividade citotóxica e antimicrobiana (Hajishengallis, 

Chavakis et al. 2015). No presente estudo, o recrutamento de neutrófilos foi 

drasticamente aumentado nos animais com DP, sendo mais significante no grupo 

DM+DP, quando comparado ao grupo N+DP. Essa persistência dos neutrófilos na 

região periodontal, mesmo passado 15 dias de indução, pode ser explicada pela 

presença do biofilme, o qual se faz um estímulo constante. Estes achados estão de 

acordo com estudos prévios da literatura, os quais tem relatado que animais com DP 

apresentam maior recrutamento de leucócitos com predominante presença de 

células polimorfonucleares e mononucleares (Li and Amar 2007). O diabetes 

favorece um maior recrutamento celular, devido ao fato de que animais diabéticos 

com DP apresentaram maior número de células inflamatórias recrutadas para a 

região inflamada, em relação a animais não diabéticos com DP (Silva, Lorencini et 
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al. 2008). Assim podemos verificar que a resposta inflamatória na DP é intensificada 

quando desenvolvida em quadro diabético. 

 Como descrito anteriormente, os processos inflamatórios se iniciam com a 

migração de leucócitos para a região danificada e este recrutamento ocorre devido a 

liberação de mediadores inflamatórios, tais como citocinas e quimiocinas, em virtude 

da sinalização das células periodontais residentes, as quais, além de promover o 

recrutamento dos leucócitos, apresentam papel direto também no metabolismo 

ósseo (Ryu, Choi et al. 2007, Silva, Garlet et al. 2007). CXCL2 é uma das principais 

quimiocinas responsáveis pelo recrutamento de neutrófilos (Miotla, Ridger et al. 

2001, Diana and Lehuen 2014). Estudos relataram que depois de estímulo com LPS 

de E. coli no sulco gengival de ratos, pode-se observar um aumento de CXCL2 

juntamente com aumento de neutrófilos na região afetada (Miyauchi, Kitagawa et al. 

2004). A quimiocina CXCL2 também causa migração de leucócitos em condições 

diabéticas, pois o estímulo com CXCL2 causou aumento significativo da migração de 

leucócitos em camundongos C57BL/6 diabéticos (Pettersson, Christoffersson et al. 

2011). Em outros dados, também foram observados que a expressão gênica de 

CXCL2 e o infiltrado inflamatório estão aumentados em camundongos diabéticos 

depois da inoculação de P. gingivalis em uma região adjacente ao periósteo do 

crânio (Naguib, Al-Mashat et al. 2004). Nossos resultados corroboram com os dados 

da literatura, pois a DP aumentou significativamente a produção de CXCL2, e o 

diabetes potencializou esta liberação. O mesmo foi observado com a quimiocina 

CCL3, a qual apresentou aumento significativo no grupo DM+DP. A quimiocina 

CCL3 também possui atividade quimiotática para neutrófilos (Reichel, Rehberg et al. 

2009), tendo forte associação com o status periodontal, pois seus níveis estão 

aumentados em periodontites, e além disso, tem sido considerada como importante 
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biomarcador de evolução da doença, bem como de perda óssea (Driscoll 1994, 

Menten, Wuyts et al. 2002, Garlet, Avila-Campos et al. 2005, Sexton, Lin et al. 2011, 

Al-Sabbagh, Alladah et al. 2012, Fine, Markowitz et al. 2014, Souto, Queiroz et al. 

2014). Esta quimiocina também é apresentada como um mediador patológico 

comum do DM, devido ao fato que indivíduos diabéticos com DP possuem maior 

produção de níveis de CCL3, comparados a indivíduos não diabéticos (Duarte, 

Bezerra et al. 2014). Aumento dos níveis de CXCL2 e CCL3 no grupo DM+DP 

encontrados em nosso estudo, podem estar relacionados com o aumento do número 

de neutrófilos recrutados para a região periodontal, já que estas duas quimiocinas 

tem forte poder quimiotático para neutrófilos, favorecendo assim o processo 

inflamatório e destrutivo do periodonto. 

 Para investigar características de reparo tecidual durante o diabetes na 

presença de DP, foi analisado a participação do TGF-β1. O TGF-β1 inicia um 

importante papel na ativação da inflamação e na resolução de respostas 

inflamatórias em uma variedade de doenças autoimunes (Shull, Ormsby et al. 1992). 

Possui papel pró-inflamatório, por estimular resposta inflamatória com padrão th17 

(Han, Li et al. 2012). Além disso, é um importante fator de crescimento envolvido em 

processo de reparo tecidual, sendo responsável por regular a produção de 

moléculas de MEC, e reduzir sua degradação (Branton and Kopp 1999, Tuxhorn, 

Ayala et al. 2002). Em nosso estudo a expressão gênica de TGF-β1 foi menor nos 

grupos com DP, sendo que, no grupo DM+DP ocorreu uma redução mais 

significativa. Entretanto, a produção de TGF-β1 analisada por ELISA, mostrou níveis 

aumentados nos grupos com DP. Uma possível explicação para este fato é que 

possivelmente ocorreu uma expressão elevada de TGF-β1 antes do 15º dia, visto 

que a produção da proteína está aumentada neste período. De acordo com dados 
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da literatura, biópsias de tecido gengival de pacientes com periodontite crônica 

mostraram quantidade significativamente maior de tipos celulares produtores de 

TGF-β1, em relação à amostras de tecido gengival saudável, sendo que a maioria 

destas células era composta por neutrófilos (34-35%), seguida por macrófagos (21-

29%) (Steinsvoll, Halstensen et al. 1999). Em amostras de fluído gengival, saliva, e 

gengiva, também pode-se observar que os níveis de TGF-β1 apresentaram-se mais 

elevados em indivíduos com DP, em comparação a indivíduos saudáveis (Skaleric, 

Kramar et al. 1997, Gurkan, Emingil et al. 2006, Khalaf, Lonn et al. 2014, Vikram, 

Ramakrishnan et al. 2015). O TGF-β1 em quantidades exageradas pode favorecer a 

patogênese da DP em conjunto com outros mediadores inflamatórios (Gurkan, 

Emingil et al. 2006). Vikram et al. (2015), demonstraram claramente em seu estudo 

que o TGF-β1 pode estar envolvido na patogênese e diagnóstico da DP, pois 

verificaram que indivíduos com DP continham níveis elevados de TGF-β1, porém 

estes níveis foram reduzidos após tratamento cirúrgicos. O diabetes também parece 

ser responsável pela alteração dos níveis de TGF-β1. Níveis séricos de TGF-β foram 

significantemente maiores em pacientes jovens com DM tipo 1 em comparação a 

indivíduos não diabéticos, principalmente quando relacionados a tempo de duração 

do quadro diabético (Jakus, Sapak et al. 2012, Zorena, Raczynska et al. 2013). Em 

nosso estudo, como mencionado anteriormente, foi verificado um aumento de TGF-

β1 em amostras de tecido gengival derivadas de camundongos normais e diabéticos 

com DP, este aumento pode ser explicado como uma possível tentativa de reparo no 

tecido periodontal pelas células residentes, como também, derivado do aumento do 

recrutamento de neutrófilos para o local da lesão, visto que leucócitos 

polimorfonucleares são capazes de produzir TGF-β1 (Steinsvoll, Halstensen et al. 

1999). Como TGF-β1 exerce papel duplo, podendo apresentar tanto aumento da 
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resposta pró-inflamatória como auxiliar no reparo tecidual, é de extrema importância 

desenvolver estudos voltados a entender os mecanismos pelo qual atua o TGF-β1, 

para que assim possamos compreender melhor qual de fato é seu papel na DP, 

principalmente na presença de uma doença sistêmica como o diabetes. 

A produção das MMPs também é um ponto importante a ser verificado, pois 

estas enzimas têm sido associadas com a progressão da DP, em virtude de 

possuírem substratos que são essenciais para a integridade da região periodontal 

(Kim, Chung et al. 2013). A expressão gênica de MMP-2, apesar de verificarmos 

leve tendência para diminuição da expressão nos grupos com DP, mostrou não 

haver diferença estatística entre os grupos analisados. Dados prévios da literatura 

também mostraram que a expressão gênica de MMP-2 em tecido gengival de ratos 

com DP não apresentaram diferença estatística nos grupos analisados, 

independentemente do período de indução da DP (Rodini, Batista et al. 2008). Em 

relação a expressão de MMP-9, nossos dados apresentaram significante diminuição 

no grupo DM+DP, demonstrando o mesmo perfil da expressão do RNA mensageiro 

e da produção da proteína do TGF-β1, como mencionado anteriormente. A literatura 

demonstra que a expressão gênica de MMP-9 diminui 15 dias após a indução de DP 

em animais diabéticos (Silva, Lorencini et al. 2008), assim como no nosso estudo.  

Em relação a atividade enzimática, nossos dados demonstraram uma 

resposta contrária a expressão do RNA mensageiro como citado anteriormente, visto 

que a indução da DP experimental em nossos grupos mostrou aumento significativo 

na atividade de MMP-2 e MMP-9, e uma potencialização da MMP-2 em animais com 

diabetes. Dados da literatura também mostraram aumento das MMPs em na 

presença de DP. Autores observaram aumento na atividade enzimática de MMP-2 e 

MMP-9 durante a progressão de gengivite experimental em ratos Wistar (Lorencini, 
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Silva et al. 2009). Em amostras de tecido gengival com inflamação severa de 

pacientes, também foi observado aumento da atividade de MMP-2 e MMP-9, 

comparados ao grupo controle (Ejeil, Igondjo-Tchen et al. 2003). Autores também 

relataram que a alta atividade de MMP-2 em vasculatura arterial tem sido associada 

ao diabetes (Chung, Booth et al. 2008). Recentemente foi constatado que o diabetes 

causa prejuízos vasculares via MMP-2 endotelial (Chao, Chuang et al. 2016), 

corroborando assim com nossos resultados. 

 O aumento das MMPs demonstrado em nosso estudo, pode estar relacionado 

com o estímulo inflamatório, e das células residentes. Autores demostraram que 

fragmentos de tecido gengival de ratos com gengivites, apresentaram marcação de 

MMP-2 e MMP-9 em células do epitélio gengival, células inflamatórias, fibroblastos e 

em vasos sanguíneos (Lorencini, Silva et al. 2009). Lorencini et al. (2009), também 

verificaram que a presença de MMP-2 foi mais evidente no tecido entre 3 a 5 dias de 

inflamação, em que a principal célula marcada foi o fibroblasto presente no tecido 

conjuntivo. Fibroblastos são capazes de sintetizar e liberar vários tipos de MMPs, e a 

MMP-2 é uma delas (Achong, Nishimura et al. 2003). Autores também 

correlacionaram o aumento de MMP-9 com o pico de recrutamento de células 

inflamatórias para o local da inflamação, principalmente neutrófilos, pois a MMP-9 é 

constitutivamente expressa por leucócitos polimorfonucleares e macrófagos 

(Lorencini, Silva et al. 2009). A atividade dos neutrófilos durante a inflamação é 

capaz de liberar uma grande variedade de substâncias armazenadas em seus 

grânulos, incluindo MMPs (Westerlund, Ingman et al. 1996). Estes dados estão de 

acordo com os do nosso estudo, onde se sugere que o aumento da atividade 

enzimática de MMP-2 e MMP-9 ocorre em virtude da formação do biofilme, em que 
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favorece a estimulação das células residentes, e recrutamento de células 

inflamatórias tais como neutrófilos, proporcionando assim a liberação das MMPs. 

 Este aumento da atividade de MMP-2 e MMP-9 observado em nosso estudo e 

em dados de literatura pode estar relacionado aos prejuízos teciduais causados pela 

DP, especialmente quando associados com o diabetes. Esta destruição tecidual 

pode ocorrer em virtude da degradação de substratos específicos, como o colágeno 

(Lazar, Loghin et al. 2015). Em nossos resultados pode ser verificado que a DP 

diminuiu a porcentagem da área de colágeno na região do periodonto, tanto no 

grupo N+DP como no DM+DP, principalmente observado no osso alveolar, visto que 

o osso alveolar possui matriz orgânica composta por cerca de 90% de colágeno 

(Becker, Schuppan et al. 1986), e esta redução da quantidade de colágeno foi 

potencializada no grupo DM+DP. Em relação a expressão do RNA mensageiro de 

col1a2, observamos também que ocorreu uma diminuição no tecido gengival. Dados 

da literatura corroboram com os nossos resultados, os quais analisaram o colágeno 

em amostras gengivais de pacientes durante a DP, e mostraram que a DP causa 

destruição MEC, e redução da expressão de colágeno, levando a alterações 

teciduais significativas (Almeida, Valverde et al. 2015). Outros estudos, mostraram 

que a indução de DP em ratos reduziu a porcentagem de fibras de colágeno em 

cortes histológicos, proporcionalmente ao tempo indução da inflamação (Lorencini, 

Silva et al. 2009). Em amostras de tecido gengival de pacientes com periodontite 

severa, foi observado a diminuição da área de fibras de colágeno (33%), em 

comparação a indivíduos saudáveis (60%) (Seguier, Gogly et al. 2001), o mesmo 

perfil observado por Ejeil et al. (2003), o qual observou diminuição significativa das 

fibras de colágeno no grupo com inflamação gengival severa (35%), em comparação 

com o grupo controle (53%). A condição diabética é um outro fator importante que 
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altera a produção de colágeno (Spanheimer, Umpierrez et al. 1988). Dados prévios 

da literatura relataram que há diminuição significativa da produção de colágeno em 

cartilagem articular e tecido ósseo parietal em ratos diabéticos, e esta redução foi 

correlacionada com a concentração de glicose plasmática (Spanheimer, Umpierrez 

et al. 1988). Indivíduos diabéticos apresentam alteração significativa no tecido 

periodontal (Monea, Mezei et al. 2012). Em tecido conjuntivo e epitélio gengival de 

ratos diabéticos com DP foi observado que o diabetes favorece a degeneração 

destas estruturas teciduais (Silva, Lorencini et al. 2008). Esta redução do colágeno 

observado em nosso estudo, pode ter ocorrido em virtude da elevada atividade das 

MMPs, e este desequilíbrio pode favorecer a destruição das estruturas periodontais, 

proporcionando possível perda do suporte e sustentação dos dentes. 

 Em resumo, nossos resultados mostraram uma pronunciada resposta 

inflamatória no grupo DM+DP, marcada por significativa perda óssea, elevados 

parâmetros pro-inflamatórios, tais como, migração de neutrófilos, aumento da 

produção de CXCL2 e CCL3 e aumento da atividade de MMP-2 com diminuição de 

colágeno. Isto sugere que a evolução do processo inflamatório ocorrido na DP é 

agravado sob influência do diabetes, podendo comprometer gravemente os tecidos 

periodontais em virtude da perda óssea e desequilíbrio entre produção de colágeno 

e atividade das MMPs. Estudos futuros estão sendo conduzidos no sentido de 

avaliar os mecanismos envolvidos nestes processos para que possamos obter 

novas ferramentas para o controle da agravante destruição periodontal em pacientes 

com diabetes. 
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6 Conclusão 

Com os dados obtidos no presente estudo podemos concluir que há influência 

do diabetes no desenvolvimento do processo inflamatório, reparo tecidual e 

reabsorção óssea durante a doença periodontal.  
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