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RESUMO 
 
 

A diabetes mellitus e a periodontite são patologias inflamatórias 
prevalentes e que se agravam mutuamente. Os novos medicamentos 
para o tratamento da diabetes, os agonistas do receptor do peptídeo 
semelhante ao glucagon-1 (GLP-1) e os inibidores da enzima dipeptidil 
peptidase-4 (DPP-4), têm apresentado efeitos pleiotrópicos como 
estimulação da formação e inibição da reabsorção óssea e 
características anti-inflamatórias. O objetivo deste trabalho foi avaliar 
os efeitos do uso da exenatida (agonista do GLP-1) e da sitagliptina 
(inibidor da DPP-4) na periodontite induzida em ratos. Foram utilizados 
40 ratos divididos em quatro grupos: 1) exenatida (GE):animais com 
periodontite induzida e que receberam 3 µg/Kg/dia de exenatida por via 
subcutânea; 2) sitagliptina (GS) animais com periodontite induzida e 
que receberam 10 mg/Kg/dia de sitagliptina por via oral; 3) com doença 
periodontal (DP) e 4) controle (GC), ambos receberam os veículos de 
dissolução dos medicamentos. A periodontite foi induzida pela inserção 
de ligadura ao redor dos primeiros molares inferiores e os 
medicamentos foram administrados por 28 dias. No dia do sacrifício, os 
animais foram pesados e foi coletado sangue para análise sorológica 
de polipeptídeo insulinotrópico dependente de glicose (GIP), GLP-1, 
DPP-4 e glicose. As hemimandíbulas foram submetidas à análise 
radiográfica para avaliação do suporte ósseo alveolar, e a 
processamento histológico para análise histomorfométrica (área de 
perda óssea alveolar na região de furca, perda óssea linear 
interproximal e porcentagem de colágeno). O uso dos medicamentos 
levou a menor porcentagem de ganho de peso e mas não influenciou a 
glicemia dos animais. A sitagliptina reduziu a concentração de DPP-4, 
enquanto a exenatida não aumentou os valores de GLP-1. Nas 
análises radiográfica e histomorfométrica, comprovou-se a eficácia da 
indução da periodontite, com diferença significante de suporte ósseo, 
perda óssea alveolar e porcentagem de colágeno entre os grupos DP e 
GC, por outro lado não houve diferença estatística entre os grupos DP 
e testes. Conclui-se que, dentro dos parâmetros deste estudo, tanto a 
exenatida quanto a sitagliptina não foram efetivas na estabilização e 
recuperação da periodontite em ratos. 
 
 
Palavras-chave: Incretinas. Periodontite. Diabetes mellitus. 



Moraes RM. Effects of exenatide and sitagliptin during periodontitis 
induction in rats [dissertation]. São José dos Campos (SP): Institute of 
Science and Technology, UNESP – Univ Estadual Paulista; 2014. 

 
 
 

ABSTRACT 
 
 
 
 

Diabetes Mellitus is a high prevalent disease as well as periodontitis. The 
literature supports a two way relationship between them. A new class of 
drugs for diabetes treatment, peptide-like glucagon-1 (GLP-1) agonists 
and dypeptidyl peptidase-4 (DPP-4) inhibitors, has shown pleiotropic 
effects, like bone anabolic, antiresoptive and antiinflammatory actions. The 
aim of this study was to evaluate the effect of exenatide (GLP-1 agonist) 
and sitagliptin (DPP-4 inhibitor) during periodontitis induction in rats. Forty 
male rats were divided into four groups:1) exenatide group (GE): animals 
with induced periodontitis that received 3 µg/Kg/day of exenatide 
subcutaneously; 2) sitagliptin group (GS): animals with induced 
periodontitis that received 10 mg/Kg/day with sitagliptin orally; 3) 
periodontal disease group (PD) and 4) control group (CG); both treated 
with the drug vehicles. Periodontitis was induced by the insertion of 
ligature around the first molars and the drugs were administered for 28 
days. On the day of sacrifice, animals were weigthed and blood were 
colleccted for serum analysis of GIP, GLP-1 and DPP-4. The mandibles 
underwent radiographic analysis for assessment of alveolar bone support, 
and the histological processing for histomorphometric analysis (area of 
bone loss in the furcation area, linear interproximal bone loss and 
percentage of collagen). The use of the drugs led to a lower percentage of 
weight gain and had no influence on glucose levels. Sitagliptin reduced the 
concentration of DPP-4, while exenatide had no influence on GLP-1 levels. 
In radiographic and histomorphometric analysis, it was proved the 
effectiveness of induction of periodontitis, with a significant difference of 
bone support, alveolar bone loss and percentage of collagen between the 
PD and CG. On the other hand there was no statistical difference between 
the test groups and PD group. In conclusion, within the parameters of this 
study, both exenatide and sitagliptin were not effective in the stabilization 
and recovery of periodontitis in rats.  
 
 
 
 
Keywords: Incretins. Periodontitis. Diabetes mellitus. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

 

 

 

A periodontite é uma doença infecciosa resultante da 

inflamação dos tecidos de suporte do dente, que leva à perda progressiva 

do ligamento e osso com formação de bolsa e /ou recessão da gengiva 

(American Academy of Periodontology, 2001). Em 2010, a periodontite 

grave foi considerada a sexta doença mais prevalente no mundo, 

afetando 743 milhões de pessoas. Estes dados apontam para o enorme 

problema de saúde pública que é a doença periodontal (Kassebaum, 

2014). Nos Estados Unidos, aproximadamente 47% dos adultos com 

idade igual ou superior a 30 anos (cerca de 65 milhões de adultos) têm 

periodontite: 8,7% com periodontite leve, 30% moderada e 8,5% grave. A 

prevalência da periodontite aumenta com a idade: 5,9%, 53% e 11,2% 

dos adultos com idade superior a 65 anos têm periodontite leve, 

moderada e grave, respectivamente (Eke et al., 2012). Como a população 

mundial está envelhecendo e tem maior probabilidade de manter os 

dentes por mais tempo do que as gerações passadas, espera-se que a 

prevalência de periodontite aumente e consequentemente os gastos com 

o tratamento e prevenção desta doença (Centers for Disease Control and 

Prevention-CDC, 2003).  

Essa doença é desencadeada principalmente pelo 

acúmulo de biofilme bacteriano. Os lipopolissacarídeos (LPS) presentes 

na parede das bactérias Gram-negativas e outras endotoxinas estão 

envolvidas no processo de reabsorção óssea, estimulando a expressão 

do ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa β (RANKL) e 

diminuindo a de osteoprotegerina (OPG). Além disso, as bactérias 

também liberam a endotoxina dipeptidil peptidase-4 (DPP-4) que leva a 

degradação do colágeno e estimulam a liberação e ativação de enzimas 
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proteolíticas como as lipases e as metaloproteinases de matriz (MMP) 

pelo hospedeiro agravando a degradação do colágeno e auxiliando na 

invasão tecidual (Abiko et al., 1984). As bactérias ainda estimulam a 

resposta inflamatória do hospedeiro, com a liberação de mediadores 

químicos, como as prostaglandinas (PG), interleucinas (IL)-1 e 6, fator de 

necrose tumoral α (TNF-α), interferon γ (INF-γ), óxido nítrico, elastases e 

colagenases. Essas substâncias também desregulam a via RANKL/OPG, 

sendo que este conjunto leva ao agravamento da perda óssea 

(Aemaimanan et al., 2009; Graves et al., 2011; Gurav, 2012). A 

periodontite é iniciada pelo acúmulo do biofilme, mas existem outras 

condições que influenciam a sua progressão, conhecidas como fatores de 

risco. Entre os principais fatores de risco para o desenvolvimento da 

doença periodontal, encontram-se: estilo de vida, fumo, obesidade e 

síndrome metabólica, osteoporose, estresse, fatores genéticos e diabetes 

mellitus (Genco, Borgnakke, 2013). 

A diabetes mellitus é uma desordem patológica 

caracterizada pela hiperglicemia, causada tanto por deficiência na 

produção da insulina quanto na sua ação. Existem 3 tipos de diabetes 

mellitus: tipo 1, tipo 2, e gestacional. Na diabetes mellitus tipo 1, o 

pâncreas é incapaz de produzir insulina. Na diabetes mellitus tipo 2, o 

pâncreas produz pouca insulina ou a insulina produzida não pode ser 

processada. No diabetes gestacional, a paciente apresenta menor 

efetividade da insulina durante a gravidez. Em indivíduos normoglicêmicos, 

os valores de glicemia apresentam-se entre 60 e 110 mg/dL, sendo que 

valores abaixo e acima representam estados de hipo e hiperglicemia, 

respectivamente. A diabetes mellitus é diagnosticada quando os valores 

de glicemia em jejum superam 126 mg/dL, e valores entre 110 e 126 

mg/dL representam um quadro de pré-diabetes (Sociedade Brasileira de 

Diabetes, 2011). Segundo a International Diabetes Federation (IDF), em 

2013, a população mundial com diabetes foi estimada em 382 milhões, 

sendo que há uma previsão de aumento de 55% em 2035, quando se 
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estima que existirão cerca de 592 milhões de pessoas com diabetes. A 

IDF aponta uma prevalência de 24 milhões de pessoas vivendo com 

diabetes mellitus nas Américas Central e Sul, e o Brasil é o quarto país 

com o maior número de pessoas com diabetes em idades entre 20-79 

anos, num total de 11,9 milhões de pessoas. O órgão também estima que, 

no ano de 2013, foram gastos, nas Américas Central e do Sul, 26 bilhões 

de dólares com o tratamento da diabetes mellitus. 

O quadro de hiperglicemia característico da diabetes leva 

a formação irreversível de produtos finais da glicosilação avançada (AGEs) 

e a um aumento na expressão de seus receptores (RAGEs) (Brett et al., 

1993). Os AGEs podem se ligar aos seus receptores em diferentes tipos 

celulares como macrófagos, linfócitos, fibroblastos e células endoteliais. A 

interação dos AGEs com os RAGEs promove a maior liberação de 

citocinas como IL-1, IL-6 e TNFα, além de enzimas como as MMPs, 

responsáveis pela reabsorção óssea na periodontite. Além disso, ao se 

ligarem ao seu receptor nas células, os AGEs alteram o metabolismo 

celular, causando liberação de radicais livres de oxigênio, induzindo o 

chamado estado de estresse oxidativo celular. A interação de AGEs com 

os RAGEs das células endoteliais pode resultar, em parte, na 

perpetuação do processo inflamatório periodontal, devido ao aumento da 

expressão da molécula de adesão vascular endotelial-1 (VCAM-1), que 

aumenta a migração e saída de células inflamatórias para o periodonto 

(Lalla et al., 1998). Finalmente a hiperglicemia modula negativamente a 

relação RANKL/OPG (Kerbauy et al., 2008; Taylor et al., 2013). 

Tanto a doença periodontal como a diabetes são doenças 

crônicas, que apresentam uma relação bidirecional. O aumento dos níveis 

de mediadores pró-inflamatórios, tanto em pacientes com diabetes como 

em pacientes com doença periodontal, agrava mutuamente o quadro de 

ambas as condições (Genco, Borgnakke, 2013). Na doença periodontal 

há liberação de citocinas e produção de radicais livres de oxigênio, que 

podem alcançar a corrente sanguínea e levar a um quadro de inflamação 
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sistêmica, ativando algumas quinases que suprimem a sinalização de 

insulina (resistência insulínica), estágio que precede a diabetes (Gurav, 

2012). 

No indivíduo normoglicêmico, após a ingestão de alimento 

há a liberação de três hormônios no intestino: peptídeo semelhante ao 

glucagon 1 (GLP-1), peptídeo semelhante ao glucagon 2 (GLP-2) e o 

polipeptídeo insulinotrópico dependente de glicose (GIP). O GIP e o GLP-

1 estão envolvidos na secreção de insulina e glucagon e 

consequentemente no controle da glicemia circulantes, sendo conhecidos 

como incretinas (do inglês incretin= INtestinal seCRETion of INsulin). O 

GLP-2 está relacionado à regulação da absorção de nutrientes e 

estimulação do crescimento da mucosa intestinal (Wallis et al., 2007). 

Uma vez liberados GLP-1, GLP-2 e GIP são rapidamente inativados pela 

DPP-4, uma enzima amplamente distribuída no corpo, tanto na forma de 

receptor de membrana quanto na forma solúvel na circulação. Portanto, 

esses peptídeos apresentam uma curta meia-vida (Wallis et al., 2007; 

Kruger et al., 2010). A diminuição da ação dos hormônios GLP-1 e GIP 

contribui para uma secreção inadequada de insulina, supressão 

inadequada do glucagon e produção descontrolada de glicose hepática 

(Defronzo, 2009). 

Os novos medicamentos para diabetes têm como objetivo 

aumentar a ação das incretinas, devido ao seu importante papel no 

controle da glicemia. Essa classe de medicamentos inclui os agonistas do 

receptor do GLP-1 (GLP-1R) e os inibidores da DPP-4. Dentre os 

agonistas GLP-1R aprovados pela Food and Drugs Administration (FDA) 

nos Estados Unidos está a exenatida (Byetta®) e entre os inibidores da 

DPP-4 está a sitagliptina (Januvia®). Os efeitos desses medicamentos 

incluem aumento da secreção de insulina dependente de glicose, inibição 

da secreção de glucagon pós-prandial, redução da produção hepática de 

glicose e aumento da disposição de glicose (Baggio, Drucker, 2007). 



16 

 

Estudos recentes têm evidenciado alguns efeitos 

pleiotrópicos das incretinas, entre eles: ação anti-apoptótica, ação 

protetora do sistema cardiovascular, nervoso e renal, efeitos 

gastrointestinais, no reparo de feridas e no tecido ósseo (Mcintosh et al., 

2010; Gupta, 2012). No tecido ósseo, as incretinas estimulam a formação 

e inibem a reabsorção óssea em animais diabéticos e osteopênicos 

(Wong et al., 2010). 

Neste estudo nós levantamos a hipótese que a exenatida 

e a sitagliptina, princípios ativos das novas classes de medicamentos 

utilizados no tratamento da diabetes, poderiam auxiliar na modulação da 

doença periodontal. Essa proposição se baseia nos efeitos pleiotrópicos 

dessas substâncias observadas tanto no metabolismo ósseo quanto na 

inflamação. Não existe nenhum estudo na literatura abordando os efeitos 

das incretinas e dos inibidores da DDP-4 na periodontite. Tanto a diabetes 

quanto a doença periodontal, são doenças muito prevalentes, e se for 

constatado que estes medicamentos utilizados para o tratamento da 

diabetes podem influenciar a perda óssea observada na periodontite, o 

paciente poderia se beneficiar com o uso de apenas um medicamento 

para ambas as doenças.  

 



17 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

 

 

2.1 Incretinomiméticos e inibidores da DPP-4 

 

 

Após uma refeição, três hormônios são liberados pelo 

intestino: GIP, GLP-1 e GLP-2. O GLP-1 e o GLP-2 são secretados pelas 

células neuroendócrinas L, principalmente no íleo e cólon, enquanto o 

GIP é secretado pelas células neuroendócrinas K no duodeno e jejuno. 

Várias formas de GLP-1 são secretados in vivo, incluindo suas formas 

inativas (GLP-1 (1-37) e GLP-1 (1-36) NH2) e biologicamente ativas ou 

intactas (GLP-1 (7-37) e GLP-1 (7-36) NH2). O GLP-1 ativo secretado 

estimula a liberação de insulina pelas células β pancreáticas, suprime a 

secreção de glucagon pelas células α, reduz a produção hepática de 

glicose, retarda o esvaziamento gástrico e promove a sensação de 

saciedade. O GLP-2 está associado ao controle da absorção de 

nutrientes no intestino. O GIP age principalmente na secreção de insulina 

dependente de glicose pelo pâncreas, mas não age na secreção de 

glucagon, na sensação de saciedade e esvaziamento gástrico. A enzima 

DPP-4 rapidamente inativa o GIP e GLP-1, controlando os seus efeitos. O 

aumento da secreção de insulina e redução de glucagon estimulados por 

esses hormônios frente à ingestão oral de glicose denomina-se “efeito 

incretina”(Figura 1) (Baggio, Drucker, 2007). 
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____________ 
*Fonte: http://semcabelocom.blogspot.com.br/2010/10/ma-alimentacao-causa-calvicie.html (Refeição) e 
http://nutricaodofuturo.files.wordpress.com/2013/01/sistema-digestivo.jpg (Trato gastrointestinal). 
 

Figura 1 - O GLP-1 e o GIP são liberados pelo intestino após a ingestão de alimentos e 
induzem a secreção de insulina (efeito incretina- “incretin action”). A DPP-4 rapidamente 
inativa o GLP-1 e o GIP diminuindo a secreção de insulina. Figura adaptada do artigo 
Biology of incretins: GLP-1 and GIP (Baggio, Drucker, 2007). As imagens que compõem 
o esquema foram copiadas da internet*. 

 

Devido à conhecida ação das incretinas na regulação da 

insulina e consequente controle da glicemia, os novos medicamentos para 

diabetes têm como alvo o aumento da ação desses hormônios. Nos 

indivíduos diabéticos, observa-se uma expressão comprometida dos 

receptores e uma diminuição da sensibilidade das células β do pâncreas 

ao GIP, sendo que a administração de GIP exógeno não aumenta a 

liberação de insulina, o que não torna o GIP um alvo para o tratamento da 

diabetes. Por outro lado, nos diabéticos ocorre uma diminuição na 

liberação de GLP-1, sem comprometimento dos seus receptores. Logo, 

quando GLP-1 é administrado de forma exógena, há aumento dos níveis 

de insulina, tornando esta via mais atrativa para o desenvolvimento de 

fármacos (Neumiller, 2009). Portanto, os novos medicamentos 

desenvolvidos para o tratamento da diabetes aumentam a meia-vida das 

incretinas pela inibição da DPP-4 ou estimulam os receptores de GLP-1.  

 

http://semcabelocom.blogspot.com.br/2010/10/ma-alimentacao-causa-calvicie.html
http://nutricaodofuturo.files.wordpress.com/2013/01/sistema-digestivo.jpg
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Dentre os agonistas do GLP-1 ou incretinomiméticos 

aprovados pela Food and Drugs Administration (FDA) nos Estados Unidos 

está a exenatida (Byetta®), versão sintética do exendin-4 encontrado na 

saliva do lagarto Gila monster. A exenatida apresenta 50% de 

semelhança com o GLP-1 humano, meia-vida de 2-4 horas, é eliminada 

pelos rins e deve ser administrada por via subcutânea duas vezes ao dia, 

1 hora antes das principais refeições (Davidson et al., 2005). A liraglutida 

(Victoza®) corresponde ao GLP-1 humano sintético com alterações em 

alguns aminoácidos para aumentar a sua meia-vida (13 horas), e deve ser 

administrada por via subcutânea, uma vez ao dia em qualquer horário. 

Ainda, foi desenvolvida uma fórmula da exenatida que apresenta meia-

vida de uma semana (Bydureon®), diminuindo a quantidade de injeções 

necessárias (Tomkin, 2014).  

O International Diabetes Center (IDC) e a European 

Association for the Study of Diabetes (ADA) aprovam o uso de exenatida 

como monoterapia ou terapia complementar aos tratamentos 

convencionais como um adjunto na redução da glicemia associado à dieta 

e exercícios. O American College of Endocrinology (ACE) propõe a 

exenatida como monoterapia de primeira escolha (Nathan et al., 2009). 

No Brasil, a Sociedade Brasileira de Diabetes preconiza o uso dos 

incretinomiméticos como terapia combinada ao uso da metformina no 

caso de manifestações leves a moderadas da diabetes (glicemia de 200-

400 mg/dL) (Sociedade Brasileira de Diabetes- SBD, 2011). A exenatida 

estimula a perda de peso e é mais eficaz em diminuir a glicemia pós-

prandial quando comparada aos tratamentos convencionais como a 

metformina (Amori et al., 2007). No entanto, o medicamento apresenta 

alguns efeitos colaterais, como náuseas e vômitos, pancreatite aguda e 

alguns estudos em roedores relatam a possibilidade de tumor das células 

C da tireoide, porém este efeito parece se desenvolver apenas em 

roedores. A terapia com administração semanal da exenatida leva à 

redução nos efeitos colaterais gastrointestinais (Drucker et al., 2008). 
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Uma abordagem alternativa ao uso dos 

incretinomiméticos é prolongar a ação do GIP e GLP-1 endógeno através 

da inibição da DPP-4. Os inibidores da DPP-4 reduzem a atividade da 

DPP-4 sérica em 80%, tendo a vantagem de serem administrados 

oralmente. Dentre os inibidores da DPP-4 aprovados pela FDA estão a 

vildagliptina (Galvus®), a sitagliptina (Januvia®), a saxagliptina (Onglyza®) 

e a linagliptina (Trayenta®). Os efeitos dos inibidores da DPP-4 incluem 

aumento da secreção de insulina dependente de glicose, inibição da 

secreção de glucagon pós-prandial, redução da produção hepática e 

aumento da disposição de glicose (Baggio, Drucker, 2007). Como já 

citado, a Sociedade Brasileira de Diabetes indica o uso desses 

medicamentos como monoterapia ou em associação com metformina, 

sendo que já existe no mercado um medicamento que combina a 

sitagliptina com a metformina (JANUMET®). Esses medicamentos 

também apresentam efeitos colaterais como náusea, dor abdominal e 

diarreia, embora a sua tolerabilidade pelo paciente seja maior quando 

comparada aos incretinomiméticos (Wang et al., 2014). 

 

 

2.2 Incretinas e osso 

 

 

Estudos in vitro têm demonstrado a ação do GIP, GLP-1 e 

GLP-2 em algumas células ósseas. Receptores para o GIP (GIPR) estão 

presentes nos osteoblastos e osteoclastos (Bollag et al., 2000; Zhong et 

al., 2007; Pacheco-Pantoja et al., 2011) e receptores para GLP-1, em 

osteoblastos (Nuche-Berenguer et al., 2011; Pacheco-Pantoja et al., 2011) 

e osteócitos (Kim et al., 2013). Os osteoblastos também possuem 

receptores para GLP-2 (Nuche-Berenguer et al., 2011; Pacheco-Pantoja 

et al., 2011). O GIP inibe a apoptose osteoblástica (Bollag et al., 2000; 

Tsukiyama et al., 2006) e aumenta os níveis de fosfatase alcalina (ALP) e 
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colágeno tipo 1, marcadores de formação óssea (Bollag et al., 2000) em 

células de osteossarcoma humano (MG63 e SaOS2). Em osteócitos em 

condições de hiperglicemia, o GLP-1 diminui a secreção de esclerostina, 

proteína que inibe a formação óssea (Kim et al., 2013). 

Alguns estudos in vivo também foram realizados, 

evidenciando os efeitos benéficos das incretinas no osso. Após análise 

imuno-histoquímica ou de hibridização in situ em ossos de ratos, alguns 

autores observaram a presença de GIPR em osteoblastos (Bollag et al., 

2000) e osteoclastos (Bollag et al., 2000; Zhong et al., 2007). Em outro 

estudo (Bollag et al., 2001) também foi observado que ratas 

ovariectomizadas (OVX) tratadas com GIP (0,05 mg/Kg/dia, via 

intravenosa, durante 6 semanas) apresentaram atenuação dos efeitos 

negativos da OVX na densidade óssea vertebral. 

Tsukiyama et al. (2006) investigaram o efeito do GIP 

sobre osteoblastos e na distribuição e armazenamento do cálcio da dieta 

no osso. Os camundongos knockout para o gene do GIPR (GIPR-/-) 

apresentavam trabéculas ósseas mais delgadas, maior número de 

osteoclastos e menos osteoblastos, mostrando a importância do GIP na 

supressão da reabsorção e indução da formação óssea. A concentração 

de cálcio plasmático foi maior nos camundongos GIPR-/-, indicando um 

papel do GIP na conexão entre o cálcio ingerido e a sua deposição no 

osso. 

Yamada et al. (2008) estudaram o papel do GLP-1 

endógeno no metabolismo ósseo. Camundongos knockout para o para o 

gene do receptor GLP-1 (GLP-1R-/-) apresentaram osteopenia cortical, 

maior número de osteoclastos e atividade reabsortiva na tíbia, e menores 

níveis de calcitonina. A administração de exenatida-4 em ratos do grupo 

controle (wild type) aumentou os níveis circulantes de calcitonina, 

evidenciando que o GLP-1 age no metabolismo ósseo provavelmente 

através de uma via dependente da calcitonina. 
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Ding et al. (2008) observaram que camundongos 

transgênicos com superexpressão do gene que codifica o hormônio GIP 

apresentavam maior densidade óssea no fêmur quando comparados com 

o grupo controle (wild type) a partir dos seis meses de idade, diferença 

que se acentuava com o envelhecimento animal. Os autores observaram 

ainda a diminuição da expressão de GIPR nas células progenitoras da 

medula óssea com o envelhecimento, concluindo que os animais 

transgênicos estariam protegidos da perda óssea induzida pela idade. 

Nuche-Berenguer et al. (2009) avaliaram a ação do GLP-1 

em ratos com diabetes tipo 2 e insulino-resistentes e observaram aumento 

na expressão dos genes de osteocalcina (OC), OPG e RANKL na tíbia 

dos animais tratados com GLP-1 (0,86 nmol/Kg/hora por 3 dias, após 

implantação de minibomba osmótica), sendo que OPG e OC foram mais 

expressas nos animais com diabetes tipo 2 e insulino-resistentes 

comparados aos controles. Continuando seus estudos com ratos 

diabéticos e resistentes à insulina, Nuche-Berenguer et al., em 2010 

verificaram que o tratamento com exenatida (0,1 nmol/kg/h durante 3 dias) 

aumentou a expressão de OC em todos os grupos e OPG nos ratos 

controle e resistentes a insulina, além de reduzir RANKL nos animais 

controle e com diabetes. Em 2011, Nuche-Berenguer et al., estudaram a 

ação do GLP-1 e da exenatida (0,1 nmol/kg/h durante 3 dias) em ratos 

submetidos à dieta hiperlipídica e observaram o aumento da expressão 

dos genes de OC, OPG e RANKL na tíbia dos animais tratados, aumento 

da densidade óssea vertebral e no fêmur, além de inibição da reabsorção 

óssea observada na histomorfométria. 

Kim et al. (2013) observaram a presença de receptores de 

GLP-1 em osteócitos de fêmur de ratos através de reação em cadeia da 

polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR). Os autores também 

observaram que o tratamento com exenatida diminuiu a expressão de 

SOST (gene que codifica a esclerostina) nos osteócitos de ratos. Foi 

constatado também que após 3 semanas do tratamento com injeções 
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subcutâneas de 5 nmol/Kg de exenatida-4 em ratos obesos com diabetes 

tipo 2, a densidade óssea no fêmur aumentou quando comparada ao 

grupo controle, assim como a concentração sérica de OC e redução dos 

níveis séricos de esclerostina. Esses achados demonstram que a 

exenatida aumenta a densidade mineral óssea (DMO) femoral de ratos 

diabéticos possivelmente através da redução da expressão de 

SOST/esclerostina nos osteócitos desses animais. 

Ma et al. (2013) investigaram os efeitos da administração 

de exenatida (1, 3 e 10 µg/Kg/dia durante 4 e 16 semanas) na 

remodelação óssea em ratas idosas OVX. O tratamento por 4 semanas 

com 3 µg promoveu aumento da expressão gênica de ALP, colágeno tipo 

1 (col1), OC e OPG, além de diminuir a expressão de RANKL. Em 16 

semanas, o tratamento nas doses de 3 e 10 µg diminuiu o peso corporal, 

reduzindo-os até o nível de peso das ratas submetidos à falsa-OVX 

(cirurgia sham), aumentou a atividade da ALP, níveis de OC e 

propeptídeo do colágeno tipo 1 (PINP) e diminuiu a expressão de RANKL. 

O tratamento com 10 µg aumentou a densidade óssea do fêmur e 

vertebral, melhora na microestrutura trabecular e na resistência óssea, 

aumento no número de osteoblastos e redução no número de 

osteoclastos nas ratas OVX em 16 semanas. 

Gaudin-Audrain et al. (2013) avaliaram o volume, 

microarquitetura e qualidade óssea de camundongos knockout para o 

GIPR, e observaram aumento da fração do volume ósseo trabecular 

(BV/TV), aumento na espessura (Tb.Th) e do número de trabéculas 

ósseas (Tb.N), além de diminuição na separação trabecular (Tb.Sp). 

Também foi observada diminuição no número de osteoclastos e aumento 

da atividade osteoblástica. No entanto, propriedades mecânicas 

intrínsecas da tíbia foram reduzidas. Os autores concluíram que a 

ausência GIPR leva ao aumento do volume trabecular com redução da 

qualidade óssea. 
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____________ 
* Fonte: http://www.reumatologiaclinica.org/es/osteoinmunologia-el-estudio-relacion-entre/articulo/90218872 
(osteoclasto); http://semcabelocom.blogspot.com.br/2010/10/ma-alimentacao-causa-calvicie.html (Refeição) e 
http://www.infoescola.com/anatomia-humana/intestino-delgado/ (Trato gastrointestinal). 
 

Mieczkowska et al. (2015) observaram o efeito da deleção 

dos receptores das incretinas GIP e GLP-1 em camundongos e 

observaram que esses animais apresentavam aumento da massa óssea e 

número de trabéculas, no entanto, o diâmetro, a espessura e a área da 

cortical óssea apresentavam-se reduzidas, assim como também houve 

redução na maturidade do colágeno no fêmur. Os autores concluíram que 

devido às grandes modificações observadas na microestrutura e 

qualidade óssea nos animais knockout, comprova-se a importância 

desses hormônios na regulação da qualidade óssea.  

Abaixo, sumarizando o que foi exposto no texto, encontra-

se um esquema da influência das incretinas no tecido ósseo (Figura 2). 

 

Figura 2 - A ingestão de alimentos induz a secreção de GIP e GLP-1 pelas células K e L, 
respectivamente. O GIP liberado se liga ao seu receptor (GIPR) nos osteoblastos e leva 
ao aumento da produção de OC, ALP e colágeno tipo-1. Nos osteoclastos, ele diminui a 
reabsorção óssea, através de mecanismo ainda desconhecido. O GLP-1, quando se liga 
ao seu receptor GLP-1R nos osteoblastos, aumenta a produção de OC e ALP. Por sua 
vez, a sua ação nos osteoclastos parece ser indireta, através da estimulação da 
produção de calcitonina pela tireoide. Figura adaptada do artigo Incretins and bone: 
evolving concepts in nutrient-dependent regulation of bone turnover (Yavropoulou, Yovos, 
2013). Imagens que compõem o esquema foram copiadas da internet*. 

http://www.reumatologiaclinica.org/es/osteoinmunologia-el-estudio-relacion-entre/articulo/90218872
http://semcabelocom.blogspot.com.br/2010/10/ma-alimentacao-causa-calvicie.html
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2.3 Inibidores da DPP-4 e osso 

 

 

Kyle et al. (2011) investigaram o efeito da redução da 

atividade da DPP-4 na qualidade óssea em camundongos. Para avaliação 

da influência da inibição química da DPP-4, os autores administraram 

sitagliptina (4 g/Kg na ração) durante 7 dias a camundongos machos, 

fêmeas e fêmeas OVX, alimentados com dieta com alto teor de gordura. 

Os machos apresentaram DMO areal vertebral aumentada, por sua vez 

as fêmeas tiveram aumento mais expressivo da DMO volumétrica e 

microarquitetura vertebral. No entanto, tais melhorias não foram 

encontradas nas fêmeas após ovariectomia. Todos os camundongos 

tiveram aumento da mineralização. Os autores também estudaram a 

influência da depleção gênica da DPP-4, e observaram diferença apenas 

na DMO vertebral e femoral das fêmeas OVX, sendo que a mecânica 

femoral permaneceu intacta nas fêmeas e machos DPP-4-/-. Concluiu-se 

que a inibição da DDP-4 leva a poucas e sutis alterações na qualidade 

óssea. 

Cusick et al. (2013) investigaram o efeito da 

administração da sitagliptina em diferentes doses (100, 300 e 500 

mg/Kg/dia) por 12 semanas na densidade óssea em fêmur e vértebra de 

ratas com deficiência de estrógeno através de absorciometria de feixe 

duplo de raios-X (DEXA). Observaram que a sitagliptina foi efetiva no 

aumento da DMO apenas na concentração de 500 mg/Kg/dia nas 

vértebras lombares, sugerindo um efeito neutro ou benéfico dos inibidores 

da DPP-4 no osso. 

Glorie et al. (2014) estudaram a influência do tratamento 

com sitagliptina (2 g/L na água de beber) em ossos de ratos diabéticos, e 

observaram que, em 12 semanas, o tratamento com o inibidor da DPP-4 

diminuiu a perda óssea trabecular, com a conservação do número e 

espaço entre trabéculas, sendo que com uso do medicamento, os ratos 
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diabéticos apresentaram fenótipo ósseo semelhante aos ratos não 

diabéticos. O tratamento com sitagliptina resultou em um contínuo 

crescimento do osso cortical, tendência que também foi observada nos 

animais controles tratados com sitagliptina. No entanto, nos demais 

parâmetros, o fenótipo ósseo dos animais controle permaneceu inalterado 

pelo tratamento com sitagliptina. 

Alguns estudos em humanos mostraram que o tratamento 

com inibidores da DPP-4 pode ser associado a diminuição do risco de 

fraturas. Monami et al. (2011) realizaram uma meta análise que incluiu 28 

ensaios clínicos, e observaram que o número de fraturas nos grupos que 

recebiam inibidores da DPP-4 era menor que nos grupos placebos. No 

entanto, os estudos disponíveis apresentavam tempo de tratamento 

relativamente curto (cerca de 52 semanas), e a avaliação de fraturas não 

era o objetivo final, sendo relatados apenas como efeitos adversos. Além 

disso, não foi possível separar os pacientes por sexo, assim como as 

mulheres pós-menopáusicas e pré-menopáusicas. Apesar dessas 

limitações, os estudos disponíveis sugerem que os inibidores da DPP-4 

podem ter um efeito protetor no osso. 

 

 

2.4 Incretinas e inibidores da DPP-4 na inflamação 

 

 

Alguns estudos também foram desenvolvidos observando 

a ação anti-inflamatória dos agonistas do GLP-1R e dos inibidores da 

DPP-4 (Hatwal, 2012).  

Chung et al. (2009) estudaram a influência da exenatida 

em cultura de adipócitos e observaram que o tratamento com exenatida 

na concentração de 2,5 e 5 nM durante 8 horas aumentou a expressão de 

adiponectinas e IL-10 e diminuiu IL-6 e proteína quimiotática de 
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monócitos-1 (MCP-1), demonstrando a ação anti-inflamatória do 

medicamento nos adipócitos. 

Pugazhenthi et al. (2010) avaliaram a influência da 

exenatida em cultura de células pancreáticas humanas, de doadores sem 

história prévia de diabetes. O tratamento com exenatida diminuiu a 

expressão de TNF-α, demonstrando a ação anti-inflamatória do mesmo. 

Shah et al. (2011) administraram alogliptina (inibidor da 

DPP-4- 40 mg/Kg/dia) durante 12 semanas a camundongos com 

deficiência no receptor da lipoproteína de baixa densidade, que 

apresentavam aterosclerose e resistência à insulina e observaram a 

redução da inflamação através da inibição da ativação e quimiotaxia de 

monócitos, o que demonstrou um efeito desses medicamentos na 

aterosclerose e diminuição da inflamação. 

Schürmann et al. (2012) estudaram a influência da 

linagliptina (inibidor da DPP-4- 3 mg/Kg/dia) na cicatrização de feridas em 

camundongos normais e camundongos hiperfágicos, diabéticos e obesos 

(ob/ob). O medicamento foi administrado 2 dias antes da realização da 

ferida nas costas e 10 dias após. Os autores observaram que a DPP-4 é 

expressa constitutivamente nos queratinócitos da pele não injuriada, e 

que após a injúria a expressão de DPP-4 é reduzida e assim permenece 

durante as fases mais ativas de reparo (até 5 dias) nos animais normais. 

Por outro lado, nos animais ob/ob, a expressão de DPP-4 foi aumentada 

nos estágios finais de reparo, retardando o processo. A administração de 

linagliptina diminuiu essa expressão de DPP-4 nos animais ob/ob, assim 

como diminuiu a expressão de COX-2 e proteína inflamatória do 

macrófago-2 e aumentou a diferenciação miofibroblástica, melhorando a 

cicatrização e epitelização nesses animais. 

Makdissi et al. (2012) avaliaram a influência da 

administração de sitagliptina (100 mg/dia) em dose única e em 12 

semanas, na produção de citocinas e outras substâncias em cultura de 

células mononucleadas isoladas do sangue dos pacientes. Os autores 
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observaram que tanto a dose única quanto o tratamento de 12 semanas 

com sitagliptina diminuiram a expressão de TNF-α, toll-like receptors 

(TRL)-4, TRL-2, quinase c-Jun N-terminal (JNK-1),quinase inibitória Kβ 

(IKKβ), receptor de citocina-2 (CCR-2) e CD26 (forma de DPP-4 expressa 

em membrana) nas células isoladas e diminuiram a concentração sérica 

de proteína C reativa e IL-6. Os autores concluíram que a sitagliptina têm 

ação anti-inflamatória e que a a diminuição da expressão de CD26 pode 

demonstrar uma ação na inibição da DPP-4 além da supressão da sua 

ação enzimática. 

Rizzo et al. (2012) avaliaram a influência do tratamento 

com sitagliptina (100 mg/dia durante 12 semanas) em pacientes com 

diabetes tipo-2 não controlada com o uso de metformina. Os autores 

observaram que o aumento da amplitude de excursões glicêmicas leva a 

um aumento do estresse oxidativo e que a administração de sitagliptina 

diminuiu a concentração sérica de IL-6, IL-8 e proteína C-reativas, 

concluindo que a sitagliptina alivia os efeitos oxidativos das excursões 

glicêmicas. 

Shiraki et al. (2012) estudaram a influência da liraglutida 

(30 nM) em células endoteliais da veia umbilical de humanos in vitro e 

observaram efeito anti-inflamatório e anti-oxidativo, diminuindo a liberação 

de citocinas, quinases e espécies reativas de oxigênio. 

Cechin et al. (2012) estudaram a influência da exenatida 

(10 nM) em cultura de células pancreáticas humanas, e observaram que o 

tratamento com o medicamento diminuiu os níveis de IL-1β, IL-2, IL-17 e 

INF-γ após 48 horas e induziu a liberação da proteína inibitória sérica-9 

(PI-9), molécula muito importante na resposta imune, uma vez que é o 

único inibidor intracelular da granzima B liberada pelos linfócitos T 

citotóxicos, demonstrando uma ação anti-inflamatória e citoprotetora deste 

medicamento. 

Chaudhuri et al. (2012) estudaram a influência da 

exenatida (10 μg/2 vezes ao dia durante 12 semanas) em pacientes 
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obesos com diabetes tipo 2. Os autores também avaliaram a influência da 

dose única de 5 μg do medicamento nesses mesmos pacientes. 

Observou-se que o tratamento com dose única ou de 12 semanas com 

exenatida diminui a expressão de espécies reativas de oxigênio, fator 

nuclear Kβ, IL-1β e TNF-α e diminuiu os níveis circulantes de proteína 

quimiotática de monócitos-1 (MCP-1) e IL-6. Os autores concluíram que a 

exenatida é um potente anti-inflamatório. 

Lee et al. (2012) estudaram em camundongos knockout 

(camundongos ob/ob), a ação anti-inflamatória do GLP-1 no tecido 

adiposo e nos macrófagos deste tecido. Os autores demonstraram que a 

administração de um adenovírus recombinante produtor de GLP-1 (4×109 

unidades formadoras de placas) previamente à inoculação de LPS, foi 

efetiva em diminuir a liberação de IL-6 e TNF-α, induzida por LPS após 6 

horas, in vitro e in vivo, concluindo que o GLP-1 têm ação anti-inflamatória 

no tecido adiposo. 

Frente a influência da exenatida e da sitagliptina no tecido 

ósseo e na inflamação, levantamos a hipótese de que o uso de tais 

fármacos poderiam modular a progressão da periodontite induzida em 

ratos. 

. 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

 

 

 

3.1 Geral 

 

 

O objetivo geral deste trabalho foi analisar os efeitos da 

exenatida (agonista do GLP-1) e da sitagliptina (inibidor da DPP-4), 

durante a patogênese da doença periodontal. 

 

 

3.2 Específica 
 

 

Determinar os efeitos da exenatida e sitagliptina em ratos 

com DP induzida, por meio da avaliação de: 

 

a) Influência dos medicamentos na glicemia; 

b) Porcentagem de ganho de peso; 

c) Suporte ósseo alveolar radiográfico; 

d) Perda óssea alveolar microscópica na região 

distal e da furca do 1o molar inferior; 

e) Quantidade de fibras colágenas sobre a crista 

óssea distal; 

f) Concentração sérica de DPP-4, GIP e GLP-1. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

 

4.1 Animais  

 

 

Foram utilizados 40 ratos (machos) (Rattus norvegicus 

albinus, Wistar), com aproximadamente noventa dias de idade, que foram 

mantidos no Biotério do Instituto de Ciência e Tecnologia de São José dos 

Campos. A manipulação dos animais seguiu as recomendações da lei 

11794, de 8 de outubro de 2008. O experimento foi aprovado pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais da nossa Unidade (04/2013-

PA/CEP) (ANEXO A). 

 

 

4.2 Grupos experimentais 

 

 

Os animais foram divididos aleatoriamente, em quatro 

grupos de acordo com o medicamento recebido: 

-Grupo Exenatida (GE): dez animais nos quais foi 

induzida doença periodontal por meio de ligadura com fio de algodão ao 

redor dos primeiros molares inferiores e receberam 3 µg/Kg/dia (Ma et al., 

2013) do agonista do GLP-1 (Byetta®, Eli Lilly, São Paulo, SP, Brasil), por 

via subcutânea (Figura 3a e 3b). 

-Grupo Sitagliptina (GS): dez animais nos quais foi 

induzida doença periodontal e receberam 10 mg/Kg/dia (Marques et al., 

2014) do inibidor da DPP-4 (Januvia®, MSD, Campinas, SP, Brasil) por 

gavagem (Figura 3c e 3d). 
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-Grupo Doença Periodontal (DP): dez animais nos quais 

foi induzida doença periodontal e receberam apenas o veículo de 

dissolução dos medicamentos testados; 

-Grupo Controle (GC): dez animais nos quais não foi 

induzida doença periodontal, e receberam o veículo de dissolução dos 

medicamento testados. 

A exenatida foi diluída com água para injetável de forma 

que a dose de 3 µg/Kg/dia fosse administrada num volume de 100 µl na 

região subcutânea abdominal do animal. A sitagliptina foi diluída em água 

destilada de forma que a dose de 10 mg/Kg/dia fosse administrada 

também num volume de 100 µl por gavagem. Dada a diferença de via de 

administração dos medicamentos testados, os animais do GS receberam 

também injeções do veículo de dissolução da exenatida (água para 

injetável) e os animais do GE receberam o veículo de dissolução da 

sitagliptina (água destilada) por gavagem.  

O Byetta® deve ser administrado com pelo menos uma 

hora de jejum e o paciente deve permanecer em jejum por mais uma hora 

após a administração do medicamento*. Com isso em vista, a ração era 

removida da gaiola de todos os animais ao meio dia, para garantir no 

mínimo 1 hora de jejum dos animais e os medicamentos e placebos 

administrados às 17 horas. A ração era devolvida à gaiola somente 1 hora 

após a administração dos medicamentos e placebos (Figura 4). Durante 

os períodos de jejum, os animais podiam beber água ad libidum. O horário 

de administração do medicamento foi escolhido devido aos hábitos 

noturnos dos animais. 
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Figura 3 - a) Embalagem da exenatida comercial (Byetta®); b) Animal recebendo a 
injeção subcutânea da exenatida na concentração de 3 µg/Kg/dia; c) Embalagem da 
sitagliptina comercial (Januvia®); d) Animal recebendo sitagliptina na dose de 10 
mg/Kg/dia por gavagem. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 - Esquema demonstrando a metodologia de administração dos medicamentos. 

Os animais eram privados de alimentação, ao meio dia para garantir pelo menos 1 hora 
de jejum no horário de aplicação dos medicamentos. Às 17 horas, eram administrados os 
medicamentos e os controles de acordo com cada grupo. A ração era devolvida às 
gaiolas 1 hora após o término da administração do medicamento a todos os animais, 
garantindo uma hora de jejum. 
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4.3 Indução da doença periodontal  

 
 

Todos os animais, previamente pesados, foram 

anestesiados com uma mistura de 13 mg/kg de cloridrato de xilazina 

2 % (Anasedan- VetBrands International, Miramar, Flórida, EUA) com 

33 mg/kg de cetamina base (Dopalen- Ceva Saúde Animal Ltda., 

Paulínia, SP, Brasil) por via intramuscular para indução da doença 

periodontal, que foi realizada por meio de inserção de duas voltas de fio 

de algodão 3-0 ao redor dos primeiros molares inferiores dos animais.  

Os ratos anestesiados foram imobilizados em mesa apropriada, na qual 

permaneciam com a boca aberta. A amarria das pontas do fio 

permaneceu na superfície mesial do dente (Figura 5). A ligadura foi 

mantida durante todo o período experimental, que teve a duração de 28 

dias. Nos animais do grupo GC não foi induzida doença periodontal, 

entretanto eles foram anestesiados e manipulados da mesma maneira 

que os demais. A administração do medicamento, de acordo com o 

grupo, foi iniciada no dia seguinte à inserção da ligadura. Transcorridos 

14 dias, os animais foram novamente anestesiados, pesados e 

checados quanto à presença da ligadura, sendo que os animais em 

que a mesma não estava presente foram descartados do estudo. 
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Figura 5 - Etapas da inserção da ligadura para indução da doença periodontal: a) 
Afastamento do ponto de contato com o auxílio de um explorador no 5; b) Inserção 
do fio de algodão 3-0 utilizando pinça adaptada; c) Visualização do fio ao redor do 
primeiro molar inferior, pronto para a amarria; d) Ligadura inserida ao redor do primeiro 
molar inferior. 
 
 

 

4.4 Glicemia 
 

 

No dia anterior à eutanásia, a ração foi retirada às 20 

horas, para que os animais estivessem em jejum de 12 horas no momento 

do sacrifício. No dia da eutanásia, após os animais serem anestesiados, 

foi realizada a mensuração da glicemia basal através de punção de 

sangue na artéria caudal, com o auxílio do aparelho One Touch Ultra 

mini® (Johnson&Johnson Medical Group, São Paulo, SP, Brasil) (Figura 6) 

para posterior averiguação de influência dos medicamentos testados nos 

níveis de glicemia.  
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4.5 Peso 

 

 

Os animais foram pesados em 3 momentos: 1) no dia da 

inserção da ligadura; 2) no meio do experimento (dia 14) dia em que 

foram anestesiados para verificação da presença de ligadura e 3) no dia 

da eutanásia (dia 29). Os valores dos pesos foram tabulados e 

convertidos para porcentagem de ganho de peso. 

 

 

4.6 Eutanásia 
 

 

Transcorridos 28 dias de tratamento, os animais foram 

novamente anestesiados por via intramuscular com a mistura de cetamina 

e xilazina, como anteriormente descrito. Após pesagem e medição da 

glicemia basal, os animais foram posicionados em decúbito dorsal, 

realizou-se uma incisão longitudinal da região púbica até o processo 

xifoide, abrindo a caixa torácica com a exposição do coração, onde foi 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6 - Medição da glicemia basal dos ratos no dia do sacrifício com o aparelho 
One Touch Ultra mini® (Johnson&Johnson Medical Group, São Paulo, SP, Brasil). 
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introduzida uma agulha acoplada a um tubo com gel separador de soro 

(Tubo gel BD SST® II Advance BD, São Paulo, SP, Brasil) no ventrículo 

esquerdo, para coleta de cerca de 4 ml de sangue. Em seguida, o animal 

foi decapitado em guilhotina e as hemimandibulas esquerdas e direitas 

removidas e condicionadas em paraformaldeído tamponado 4% durante 

48 horas, após o quê foram transferidas para álcool 70% e armazenadas 

a 4 oC. 

O sangue coletado permaneceu em temperatura ambiente 

para coagulação durante 2 horas. Após este período, os tubos foram 

centrifugados a 1500 rpm, durante 15 minutos, quando então o soro foi 

coletado e mantido a -20 °C até a realização do teste ELISA.  

 

 

4.7 Dosagem sérica de GIP, GLP-1 e DPP-4 por ensaio 
imunoenzimático ELISA 
 

 

Os testes foram realizados, em duplicata, conforme 

instruções do fabricante de cada kit: GIP (US Biological, Salem, MA, EUA), 

GLP-1 (US Biological, Salem, MA, EUA) e DPP-4 (US Biological, Salem, 

MA, EUA). Para todos os testes ELISA, utilizaram-se 8 amostras por 

grupo. 

Para avaliação das concentrações totais de GIP e GLP-1, 

primeiramente as amostras foram descongeladas a temperatura ambiente 

e todos os reagentes e padrões foram preparados. Cinquenta microlitros 

de cada amostra ou padrão foram adicionados em cada poço de uma 

placa de 96 poços, após o quê 50 μl do “reagente de detecção A” foram 

adicionados. A placa foi incubada por 1 hora a 37 ºC. Em seguida o 

conteúdo dos poços foi aspirado e lavado por 3 vezes com tampão de 

lavagem. Cem microlitros do “reagente de detecção B” foram adicionados 

aos poços e a placa foi incubada por 30 minutos a 37 ºC. Novamente, o 
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conteúdo dos poços foi aspirado e lavado por 5 vezes e 90μl da “solução 

de substrato” foram adicionados aos poços, para incubação por 20 

minutos a 37 ºC. Por fim, foram adicionados 50 μl da “solução de parada” 

e foi realizada a leitura no leitor de microplacas com comprimento de onda 

de 450nm. As concentrações de GIP e GLP-1 foram calculadas a partir de 

uma curva padrão, fornecida com o kit. 

Para a detecção dos níveis de DPP-4, cem microlitros de 

cada amostra ou padrão foram adicionados em cada poço de uma placa 

de 96 poços, que foi incubada por 2 horas a 37 ºC. Após o período de 

incubação, foram adicionados 100 μl do “reagente de detecção A” em 

cada poço e a placa foi incubada novamente por 1 hora a 37 ºC. Os 

procedimentos seguintes foram os mesmos descritos para a avaliação de 

GIP e GLP-1. 

 

 

4.8 Análise Radiográfica 

 

 

As peças, após limpas, foram radiografadas utilizando o 

sistema de raio-X digital Gendex, usando o programa VinWix 2000 (Kavo 

Dental GmbH, Biberach, Baden Württemberg, Alemanha), com tempo de 

exposição 0,04 segundos, distância objeto-foco de 30 cm e incidência do 

raio-X por lingual. As peças foram posicionadas no sensor de raio-X com 

o auxílio de massa para modelar, de maneira as cúspides e raízes 

vestibulares e linguais deveriam estar sobrepostas na imagem 

radiográfica (Figura 7a). A análise da porcentagem de suporte ósseo 

(Klausen et al., 1989) foi calculada a partir das medidas lineares entre 

ápice da raiz distal e ponta da cúspide distal (segmento AB), entre o ápice 

da raiz distal e o fundo do defeito/crista óssea (segmento AC), e o ângulo 

entre esses dois segmentos (ângulo CÂB) (Figura 7b). O ponto C 

correspondia ao fundo do defeito/crista óssea em região equidistante 
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entre o primeiro e segundo molar. A análise dos dados foi realizada 

utilizando o programa ImageJ 1.3p (National Institute of Health, Bethesda, 

MD, USA) de acordo com a fórmula abaixo (Anbinder et al., 2006):  

 

Suporte ósseo (%)= (AC cos(CÂB)x100)/ AB  

 

Figura 7 - a) Posicionamento da peça no sensor digital, de tal maneira que o primeiro 
molar inferior ficasse o mais paralelo possível com o sensor; b) Radiografia com a 
marcação dos segmentos AB, AC e o ângulo formado entre esses segmentos (CÂB). 
 

 

4.9 Avaliação histomorfométrica 

 

 

Para avaliação histológica, as hemimandíbulas esquerdas 

fixadas em paraformaldeído tamponado a 4% foram descalcificadas em 

solução de EDTA (0,5 M, pH 7,8) para posterior inclusão em parafina. 

Foram, então, confeccionados cortes de 5 µm de espessura na direção 

mésio-distal, montados em lâminas de vidro e corados com hematoxilina e 

eosina (HE) e com Picrossirius Red.  

A análise histomorfométrica foi realizada usando-se um 

software para análise de imagem (ImageJ 1.31p). Cinco cortes 

semisseriados por espécime, distantes 20 µm entre si, corados com HE, 
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foram digitalizados em aumento de 100x. Foram medidas então as 

distâncias entre a junção cemento-esmalte (JCE) da distal do primeiro 

molar inferior e a crista óssea alveolar distal (COA) (perda óssea alveolar 

distal- Figura 8a), e a distância da JCE e a porção mais apical do epitélio 

juncional (EJ; perda de inserção histológica- Figura 8b). Os cortes 

corados em HE também foram digitalizados em um aumento de 50x e a 

área entre o septo interradicular e a superfície cementária na região de 

furca (perda óssea alveolar em furca- Figura 8c) foi avaliada. 

Três cortes semisseriados, corados com picrossírius 

foram digitalizados, em aumento de 100x na região acima da crista óssea 

distal. A área de colágeno (de coloração avermelhada) foi selecionada no 

programa AdobePhotoshop 7.0.1 (Adobe Systems Incorporated, San Jose, 

CA, EUA). A porcentagem de área ocupada por colágeno em uma área 

retangular pré-determinada medindo 0,09 mm de altura e 0,38 mm de 

largura posicionado junto a raiz distal do 1º molar inferior logo acima da 

crista óssea foi calculada, após binarização da imagem no programa 

ImageJ 1.31p (Figura 8d).  

Todas as avaliações foram realizadas por um único 

examinador calibrado e treinado, no sistema de avaliação cega. 
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Figura 8 - Análise histomorfométrica. a) Distância entre a junção cemento-esmalte (JEC) 
e a crista óssea alveolar (COA). Coloração com Hematoxilina e Eosina (HE), num 
aumento original de 100x; b) Distância entre a junção cemento-esmalte e a porção mais 
apical do epitélio juncional (EJ). Coloração de HE, em aumento original de 100x; c) 
Delimitação da área de perda óssea na região de furca. Coloração de HE, em aumento 
original de 50x; d) Seleção da área de colágeno a ser analisada (retângulo azul) no 
programa ImageJ. Coloração com Picrossirius red, aumento original de 100x. 
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4.10 Análise estatística 

 

 

Em nosso experimento, foram consideradas como 

variáveis independentes, ou fatores em estudo, a “doença periodontal” 

(com e sem doença periodontal) e o “medicamento” (controle, sitagliptina 

e exenatida). Foram consideradas as seguintes variáveis dependentes: 

“peso”, “glicemia”, “porcentagem de suporte ósseo”, “área de perda óssea 

na região de furca”, “perda óssea linear interproximal”, “perda de inserção 

histológica”, “porcentagem de área de colágeno”, “concentração sérica de 

GIP”, "concentração sérica de GLP-1” e “concentração sérica de DPP-4”.  

Os dados obtidos foram analisados segundo a análise de 

variância (ANOVA) paramétrica e de Kruskal-Wallis com nível de 

significância de 0,05. Em caso de diferença estatística, utilizaram-se o 

testes pos-hoc de Tukey e Dunn, com o auxílio do programa GraphPad 

Prism versão 6.01 (GraphPad Software, Inc, La Jolla, CA, EUA). 
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5 RESULTADOS 

 

 

 

 

5.1 Peso dos animais 

 

 

Não houve diferença estatística entre os grupos GC e 

DP no período de 14 dias e ao fim do experimento, demonstrando que a 

doença periodontal não influencia o ganho de peso dos animais. Por 

outro lado, comparando os grupos DP, GS e GE, observou-se que os 

grupos que receberam medicamento tiveram menor ganho de peso em 

14 dias (p< 0,0001, Kruskal-Wallis, Figura 9a), e ao fim do experimento 

(p< 0,0001, ANOVA, Figura 9b) 

Figura 9 - Gráfico de médias e desvios-padrão dos valores de porcentagem de ganho 
de peso. a) Valores aos 14 dias de experimento. Após teste Kruskal-Wallis, 
verificou-se ausência de diferença estatística entre os grupos DP e GC. No entanto, 
verificou-se diferença estatística entre os grupos DP e GS e DP e GE; b) Valores no 
período de 29 dias. Após teste ANOVA, constatou-se diferença entre os grupos DP e 
GS e entre DP e GE. As diferenças estatísticas estão expressas no gráfico. 
*Representa diferença estatística com relação ao grupo GC. 
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5.2 Glicemia 
 

 

Não se observou diferença estatística ao comparar a 

glicemia entre todos os grupos (p= 0,6444, Kruskal-Wallis) 

demonstrando que a administração dos medicamentos para o 

tratamento da diabetes não influenciou a glicemia dos ratos não 

diabéticos (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 - Gráfico de médias e desvios-padrão dos valores de glicemia ao fim do 
experimento. Não se observou diferença estatística entre os grupos. 
 

 

 

5.3 Ensaio imunoenzimático 

 

 

5.3.1 GIP 
 

 

Foi constatada diferença significante entre os grupos DP 

e GS e entre DP e GE após o teste de Kruskal-Wallis (p= 0,0080) e 
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Dunn, evidenciando menor concentração do GIP sérico nos animais 

tratados tanto com sitagliptina quanto com a exenatida (Figura 11). 

 

 

5.3.2 GLP-1 
 

 

Após realização do teste Kruskal-Wallis e Dunn (p= 

0,1105), observou-se ausência de diferença significativa entre todos os 

grupos (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 11 - Gráfico de médias e desvio-padrão da concentração sérica de GIP. As 
diferenças estatísticas estão expressas no gráfico. 
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Figura 12 - Gráfico de médias e desvios-padrão da concentração sérica de GLP-1. 
Não observou-se diferença estatística entre nenhum dos grupos. 
 

5.3.3 DPP-4 
 

 

Após teste ANOVA observou-se diferença estatística (p< 

0,0001) entre os grupos DP e GS e entre GS e GE demonstrando uma 

redução de 84,8% da concentração de DPP-4 no grupo GS quando 

comparado ao grupo GC (Figura 13). 
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5.4 Análise radiográfica 
 

 

Após a análise dos dados observou-se que o método de 

ligadura foi eficaz na indução da doença periodontal, uma vez que houve 

diferença estatística entre os grupos GC e DP (ANOVA; p< 0,0001). Por 

outro lado, não houve diferença estatística entre os grupos DP, GE e GS 

evidenciando a ausência de influência da exenatida e da sitagliptina na 

inibição da reabsorção óssea induzida pela periodontite (Figura 14a e 

14b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 13 - Gráfico de médias e desvios-padrão da concentração sérica de DDP-4. 
Nota-se a menor concentração do DPP-4 no grupo em que foi administrada a 
sitagliptina, demonstrando a efetividade do medicamento. A diferença estatística 
está expressa no gráfico. *Representa diferença estatística com relação ao grupo 
GC. 
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Figura 14 - a) Radiografias de uma animal representativo de cada grupo. Observa-se 
que há maior suporte ósseo no grupo GC comparado ao DP. Entre os grupos DP, GE e 
GS a perda óssea é semelhante; b) Gráfico de médias e desvios-padrão de 
porcentagem de suporte ósseo radiográfico. *Representa diferença estatística com 
relação ao grupo GC.  
 

 

5.5 Análise histomorfométrica da região de furca 

 

 

Após análise estatística com o teste de Kruskal-Wallis 

verificou-se diferença significativa (p< 0,0001) entre os grupos DP e GC, 

evidenciando maior perda óssea no grupo DP, o que indica a indução da 

doença periodontal. Por outro lado, não houve diferença entre os grupos 

teste e o DP (Figura 15a e 15b). 
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5.6 Análise histomorfométrica linear da região distal 

 

 

5.6.1 Perda óssea linear na região distal 
 

 

Após Kruskal-Wallis, observou-se diferença significativa 

(p= 0,0001) entre os grupos DP e GC, comprovando novamente a 

indução da doença periodontal. Por outro lado, não se observou 

diferença estatística entre os grupos DP, GS e GE (Figura 16a e 16b). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15 - a) Fotomicrografias da região de furca de um animal representativo de 
cada grupo. Observa-se que, no grupo Controle, a área de perda óssea é bem menor 
quando comparada ao grupo DP. Por outro lado, a perda óssea entre os grupos DP, 
GS e GE é semelhante. Aumento original de 50x, coloração de hematoxilina e eosina; 
b) Gráfico de médias e desvios-padrão da área de perda óssea alveolar na região de 
furca. *Representa diferença estatística com relação ao grupo GC. 
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Figura 16 - a) Fotomicrografias da região distal do primeiro molar inferior representativas 
de cada grupo. Nota-se reabsorção da crista óssea alveolar nos grupos DP, GS e GE, 
enquanto que no grupo GC a altura da crista óssea mantem-se preservada. Aumento 
original de 100x, coloração de hematoxilina e eosina; b) Gráfico de médias e desvios- 
padrão dos valores de perda óssea alveolar distal. *Representa diferença estatística 
com relação ao grupo GC. 
 

 

5.6.2 Perda de inserção histológica 
 

 

Observou-se diferença entre os grupos DP e o grupo 

controle, expressa através da estatística da coluna, pois no grupo 

controle a perda de inserção foi nula. Por outro lado, após análise de 

Kruskal-Wallis e Dunn, não foi constatada diferença estatística (p= 

0,2363) entre os grupos DP, GS e GE (Figura 17). 
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Figura 17 - Gráfico de médias e desvios-padrão dos valores de perda de inserção 
histológica. Nota-se que entre os grupos a perda de inserção é semelhante.  
 

 

 

5.7 Porcentagem de colágeno na região distal 

 
 

Foi calculada a porcentagem de colágeno da região 

distal do primeiro molar inferior. Após ANOVA observou-se diferença 

estatística entre os grupos DP e GC (p= 0,0002) sendo que entre os 

grupos DP, GS e GE não se observou diferença estatística (Figura 18a e 

18b). 
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Figura 18 - a) Fotomicrografias dos cortes corados com picrossírius red em 
microscopia de polarização de um animal representativo de cada grupo, e suas 
respectivas binarizações no programa Image J. Observa-se uma maior quantidade de 
colágeno (em vermelho) no grupo controle, sendo que nos demais grupos a proporção 
de colágeno foi semelhante; b) Gráfico de médias e desvios-padrão dos valores de 
porcentagem de colágeno na região distal. Observa-se que a porcentagem de 
colágeno no grupo controle é maior que no grupo DP, com diferença estatística. Por 
outro lado, não há diferença entre os grupos DP, GS e GE. *Representa diferença 
estatística com relação ao grupo GC. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

 

 

Tanto a doença periodontal quanto a diabetes mellitus são 

doenças altamente prevalentes, que representam um grande problema de 

saúde pública em todo o mundo. Animais não diabéticos foram escolhidos 

para avaliar a influência direta dos medicamentos no periodonto e na 

doença periodontal. Se os animais fossem diabéticos e houvesse 

influência dos medicamentos nos tecidos periodontais, não seria possível 

distinguir se esta melhora foi devida à ação direta do medicamento ou 

decorrente da melhora do quadro de hiperglicemia, uma vez que já foi 

constatado que a hiperglicemia observada na diabetes agrava a doença 

periodontal. Este desenho experimental em que se induz a doença 

periodontal e inicia-se a administração de medicamentos por via sistêmica 

para modulação da resposta do hospedeiro é consagrado na literatura e 

têm mostrado bons resultados com outras classes de medicamentos 

(Okada et al., 2010; Branco-De-Almeida et al., 2012; Rodrigues et al., 

2012; Dalcico et al., 2013). 

Neste estudo foi utilizada a exenatida comercial (Byetta®) 

na dose de 3 µg/Kg/dia (Ma et al., 2013) que aplicando-se a fórmula de 

conversão de doses entre espécies proposta por Reagan-Shaw et al. 

(2007), equivale a 29 µg/Kg em um adulto com 60 kg, dose acima da 

preconizada em humanos, que é de 20 µg/dia. Também administramos 

sitagliptina, um inibidor da DPP-4, na sua forma comercial (Januvia®), e 

não observamos efeitos desses medicamentos no osso alveolar. No 

nosso estudo, administramos 10 mg/Kg/dia de sitagliptina (Marques et al, 

2014) que equivale a 97,2 mg em um adulto com 60 Kg (Reagan-Shaw et 

al., 2007). Em humanos a dose preconizada pelo fabricante* é de 100 mg 

por dia, sendo amplamente utilizada em estudos clínicos (El-Ouaghlidi et 
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al., 2007; Tremblay et al., 2014; Wu et al., 2014). Autores que avaliaram a 

influência desses medicamentos em animais não diabéticos não 

encontraram efeitos nesses animais ou os efeitos foram observados em 

períodos entre 12-16 semanas (Ma et al., 2013; Nuche-Berenguer, 2009; 

Nuche-Berenguer; 2011; Cusick et al., 2013; Glorie et al., 2014). Portanto, 

o tempo utilizado neste trabalho (4 semanas) pode não ter sido suficiente 

para o aparecimento dos efeitos desses medicamentos no tecido ósseo. 

Porém quando presentes, os principais efeitos observados foram na 

expressão gênica de OC, OPG (Nuche-Berenguer et al., 2009, 2011) e 

calcitonina (Yamada et al., 2008), assim sendo a avaliação da expressão 

gênica de algumas citocinas relacionadas à reabsorção, formação óssea 

e inflamação podem ser ferramentas mais sensíveis para avaliar a ação 

dos medicamentos durante a periodontite em ratos normoglicêmicos, e 

propostas para futuros trabalhos.  

As vias de administração também variam na literatura, 

sendo difícil a comparação com os trabalhos que administram a 

sitagliptina juntamente com a água ou a ração (Kyle et al., 2011; Glorie et 

al., 2014). Kyle et al. (2011) estudaram a ação da sitagliptina no osso, 

administrando o medicamento a camundongos fêmeas, machos e OVX e 

observaram aumento na DMO vertebral, BV/TV, Tb.Th e Tb.N e 

diminuição na Tb.Sp apenas nas fêmeas, embora tenha sido observado 

um aumento na mineralização tanto em machos quanto em fêmeas, o que 

pode sugerir uma ação gênero-dependente da sitagliptina. Outra possível 

explicação para a influência desses medicamentos em animais diabéticos, 

e sua ausência em animais normoglicêmicos poderia ser as alterações 

observadas nos níveis séricos de GIP, GLP-1 e outros substratos da DPP-

4, assim como em seus receptores no estado de hiperglicemia 

observadas em estudos experimentais e clínicos (Ilhan et al., 2010; Kjems 

et al., 2003; Lund et al., 2011; Turner, Burr, 1993), sendo que estes 

medicamentos podem apresentar sua ação potencializada nos indivíduos 

diabéticos (Glorie et al., 2014).  
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Em nosso estudo avaliamos inicialmente a influência dos 

medicamentos no peso dos animais; tendo como base estudos que 

observaram a perda ou redução de ganho de peso em animais e 

indivíduos que faziam uso de sitagliptina e exenatida (Horton et al., 2010; 

Vilsboll et al., 2012; Ottney, 2013; Carrington et al., 2014; Hansen et al., 

2014; Kishimoto, Noda, 2014). Nossos achados corroboram os da 

literatura, uma vez que tanto a exenatida quanto a sitagliptina diminuíram 

o ganho de peso dos animais em 14 e 29 dias, como esperado. O efeito 

no peso decorrente do uso tanto dos inibidores da DPP-4 quanto dos 

agonistas do GLP-1R está relacionado, na literatura, a estimulação dos 

receptores de GLP-1, embora todos os mecanismos envolvidos nesta 

regulação não tenham sido totalmente elucidados (Marathe et al., 2013; 

Van Bloemendaal et al., 2014). 

O consumo de alimentos é regulado por dois mecanismos: 

homeostático e não-homeostático. O sistema homeostático controla o 

equilíbrio energético ajustando o consumo alimentar para promover 

estabilidade na quantidade de energia armazenada. Esse sistema inclui 

reguladores hormonais de fome, saciedade e dos níveis de adiposidade, 

tais como a leptina, grelina e a insulina, que atuam em circuitos cerebrais 

hipotalâmicos e do tronco cerebral, estimulando ou inibindo o apetite, 

conforme a necessidade, para que se mantenha o balanço energético. O 

mecanismo não-homeostático está relacionado ao sistema de 

recompensa cerebral, de forma que os alimentos saborosos são 

consumidos não se levando em consideração o balanço energético. 

Muitas vezes os mecanismos não-homeostáticos podem se sobrepor aos 

homeostáticos, levando ao ganho de peso. No entanto alguns reguladores 

homeostáticos hormonais podem influenciar o sistema de recompensa 

cerebral diminuindo a palatabilidade e o valor de recompensa de um 

alimento, dependendo da necessidade energética (Van Bloemendaal et 

al., 2014).  
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Acredita-se que o GLP-1 age em ambos os mecanismos 

de regulação da fome, tanto direta quanto indiretamente. A ação direta 

ocorre através da liberação do hormônio na corrente sanguínea, levando 

ao maior aproveitamento da insulina no fígado e maior produção de 

insulina (conhecida por ter propriedades anoréxicas) no pâncreas. O 

hormônio também pode cruzar a barreira hematoencefálica e se ligar com 

receptores em áreas do cérebro relacionadas com o controle do consumo 

de alimento e equilíbrio energético, como a área tegmental central, núcleo 

accumbens e o hipotálamo, que vão reforçar a ação deste hormônio no 

fígado, pâncreas, e agir também no tecido adiposo marrom aumentando a 

ação termogênica e retardando o esvaziamento gástrico, assim 

prolongando a sensação de saciedade (Lockie et al., 2012; Van 

Bloemendaal et al., 2014). A ação indireta do GLP-1 se daria através da 

estimulação dos neurônios eferentes do nervo vago que estimulam 

neurônios produtores de GLP-1 no núcleo do trato solitário no bulbo 

raquidiano, parte do sistema nervoso central (SNC) relacionada ao 

paladar e secreção salivar. Nesta parte do SNC, o GLP-1 age diminuindo 

a fome relacionada a mecanismos não-homeostáticos. Os sinais eferentes 

também estimulam as partes do cérebro relacionadas ao controle 

energético da fome como citado anteriormente. Todas essas vias levam à 

diminuição do consumo de alimentos (Figura 19) (Berthoud, 2008; Lockie 

et al., 2012; Van Bloemendaal et al., 2014). 
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___________________ 
* Fonte: http://www.auladeanatomia.com/osteologiageneralidades.htm (osso); ;http://clikaki.com.br/quais-os-
fatores-de-risco-da-hipertensao/ (vaso) ; http://emgeraldadiasassuncao.webnode.com.br/products/anatomia-
humana-i/(Coração); http://saude.hsw.uol.com.br/sistema-digestivo2.htm (intestino); 
http://genoma.ib.usp.br/wordpress/?p=4726 (cérebro). 

 

 

 
 

Nós também avaliamos a ação dos medicamentos na 

glicemia de jejum dos ratos normoglicêmicos, e constatamos ausência de 

influência em todos os grupos, concordando com outros trabalhos que 

avaliaram a glicemia em ratos não-diabéticos (Nuche-Berenguer et al., 

2009, 2010; Shah et al., 2011; Glorie et al., 2014). Essa observação está 

de acordo com estudos que demonstram que os análogos do GLP-1 

estimulam a secreção endógena de insulina de uma maneira fisiológica 

dependente de glicose. Assim sendo, na ausência de um quadro de 

hiperglicemia, as incretinas não agem na liberação de insulina pelo 

pâncreas e consequentemente não influenciam na glicemia (Jiang et al., 

2011). 

Figura 19 - A ingestão de alimentos leva a liberação de GLP-1 pelo intestino. O GLP-1 
liberado age diretamente através da circulação porta no fígado, aumentando a ação da 
insulina. O GLP-1 presente na circulação também pode cruzar a barreira 
hematoencefálica e se ligar a receptores específicos em áreas do cérebro responsáveis 
pela regulação do consumo de alimento (área tegmental central, núcleo accumbens, 
hipotálamo e trato solitário). Essas regiões do tronco encefálico vão estimular: língua, 
diminuindo o paladar; estômago, retardando o esvaziamento gástrico; pâncreas, 
estimulando a liberação de insulina e suprimindo a liberação de glucagon; e tecido 
adiposo marrom, aumentando sua ação termogênica. Todas essas ações diretas e 
indiretas levam à diminuição do consumo de alimento e consequente perda de peso. 
Figura adaptada do artigo Effects of glucagon-like peptide 1 on appetite and body weight: 
focus on the CNS (Van Bloemendaal et al., 2014). Imagens copiadas da internet*. 
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O teste ELISA foi realizado para avaliar os efeitos dos 

medicamentos nas concentrações das incretinas, avaliando-se os seus 

mecanismos de ação. Pode-se medir a concentração total dos hormônios 

ou de suas porções intactas. Os hormônios intactos correspondem aos 

peptídeos inteiros biologicamente ativos, antes de serem degradados pela 

DPP-4; já os valores totais correspondem a todas as isoformas (incluindo 

as inativas) e produtos de degradação desses peptídeos. Após a 

administração da sitagliptina verificou-se diminuição da concentração de 

DPP-4 associada à diminuição de GIP e manutenção dos níveis de GLP-1. 

Trabalhos na literatura têm observado a diminuição dos valores totais de 

GIP e GLP-1 após administração de inibidores da DPP-4, enquanto os 

valores dos hormônios intactos estão aumentados (Deacon et al., 2002; 

El-Ouaghlidi et al., 2007; Waget et al., 2011; Nishii et al., 2014; 

Ostrovskaya et al., 2014; Wu et al., 2014). A explicação destes autores 

para tal achado seria a presença de um feedback negativo. Os valores de 

GIP e GLP-1 intactos aumentados e exercendo a sua função, após o uso 

do medicamento estimulariam o pâncreas a diminuir a produção de mais 

hormônios em suas isoformas ativas e inativas resultando num valor total 

diminuído. Assim, os autores têm utilizado os valores totais de GIP e GLP-

1 diminuídos como indicadores de aumento dos valores dos peptídeos 

ativos aumentados (Deacon et al., 2002; El-Ouaghlidi et al., 2007; Waget 

et al., 2011; Nishii et al., 2014; Ostrovskaya et al., 2014; Wu et al., 2014). 

Alguns resultados obtidos por nós são intrigantes; a diminuição da 

concentração de GIP observada no grupo GE não era esperada, sendo 

que não encontramos na literatura explicação para tal fato. Do mesmo 

modo, a sitagliptina não influenciou os valores totais de GLP-1, não os 

diminuindo como esperávamos. Diferentemente de outros kits disponíveis 

no mercado que disponibilizam informações sobre quais porções dos 

peptídeos estão sendo mensuradas, o kit utilizado por nós não fornecia 

tais informações. Após contato com o fabricante obtivemos a informação 

de que se tratava de um kit de mensuração de valores totais desses 
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hormônios. Outros kits mais específicos poderiam gerar resultados mais 

confiáveis. 

No teste ELISA, confirmamos ainda o resultado esperado 

após o uso da exenatida, que não influenciou os valores de GLP-1, dado 

que é um agonista sintético do GLP-1R, com apenas 50% de homologia. 

A inibição da DPP-4 ocorreu com o uso da sitagliptina e a diminuição do 

ganho de peso dos animais comprova o efeito do medicamento. Do 

mesmo modo, que a eficácia da exenatida é comprovada pela diminuição 

do ganho de peso dos animais. 

As radiografias intra-orais são as ferramentas 

diagnósticas mais utilizadas na clínica para a determinação da perda 

óssea alveolar causada pela periodontite. A avaliação radiográfica tem a 

vantagem de ser um método barato e de rápida execução (Pryor et al., 

2006), motivo pelo qual este método foi empregado em nosso estudo. No 

entanto, esta análise possui a limitação de fornecer uma representação 

bidimensional de uma estrutura tridimensional. A imagem radiográfica do 

osso interproximal é influenciada pela angulação da peça em relação ao 

feixe de raios-X, e este posicionamento pode gerar uma imagem 

bidimensional que não é fiel a situação tridimensional (Sewerin et al., 

1987). Uma maneira eficaz de diminuir o viés relacionado à angulação 

entre o dente e o feixe de raios-X é a utilização de posicionadores e 

padronização. Outra variável que pode influenciar os resultados das 

análises radiográficas é a definição dos pontos de referências anatômicos 

que serão considerados na avaliação da perda óssea (Hausmann, 2000; 

Wolf et al., 2001; Kim et al., 2002). Neste estudo os pontos anatômicos de 

referência foram selecionados por um único observador treinado, a fim de 

manter a maior padronização possível da escolha dos pontos de 

referência. A análise radiográfica da periodontite em ratos mede 

basicamente um defeito intraósseo proximal, enquanto que na análise 

histológica é realizada uma medida de perda óssea horizontal ou da área 

de perda óssea (Klausen et al., 1989) sendo, portanto, análises 
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complementares. Além disso, nas radiografias avaliamos a peça sem 

desmineralização, diferentemente do que ocorreu na análise microscópica. 

A análise histológica é considerada o padrão-ouro para 

avaliação de perda óssea alveolar, juntamente com a microtomografia 

computadorizada. Neste estudo não foi observada diferença entre os 

grupos que receberam medicamento e o grupo DP nas análises 

histomorfométricas, confirmando os achados radiográficos. Nossos 

resultados concordam com o encontrado por outros autores como Cusick 

et al. (2013), Gallagher et al. (2014) e Glorie et al. (2014), que não 

observaram alterações nas análises histomorfométricas e no número de 

osteoblastos e osteoclastos após a administração de inibidores da DPP-4. 

Em contrapartida, Ma et al. (2013) observaram um aumento do número de 

osteoblastos e diminuição no número de osteoclastos, assim como 

aumento na taxa de formação e aposição óssea após administração de 

exenatida.  

Nós também avaliamos a influência desses 

medicamentos na quantidade de colágeno, com base em estudos com 

animais knockout (tanto para GIP quanto para GLP-1) que apresentavam 

diminuição na maturidade do colágeno (Mieczkowska et al., 2013, 2015) e 

em estudos que evidenciaram que a administração do GIP em ratos 

aumentou a maturidade do colágeno (Mabilleau et al., 2014). A sitagliptina 

e a exenatida também têm demonstrado ação anti-inflamatória, 

diminuindo a liberação de citocinas (Cechin et al., 2012; Rizzo et al., 

2012), COX-2 (Schuermann et al., 2012) e espécies reativas do oxigênio 

(Chaudhuri et al., 2012; Shiraki et al., 2012). No entanto, diferentemente 

do que esperávamos não houve diferença na quantidade de colágeno 

entre os grupos testes e controle. 

A DPP-4, além de sua função enzimática na degradação 

das incretinas, também pode se apresentar como receptor de membrana, 

sendo nesta forma conhecida como CD26 (Meester et al., 1999). A 

CD26/DPP-4 possui um papel importante na resposta inflamatória, uma 
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vez que e a sua ativação aumenta a maturação e migração de células T, 

secreção de citocinas, produção de anticorpos, estimulação de células B 

produtoras de imunoglobulinas e ativação de células T citotóxicas 

(Boonacker, Van Noorden, 2003; Ohnuma et al., 2008). Foi sugerido que 

a CD26/DPP-4 também é capaz de degradar colágeno, através da 

ativação de MMP-9, facilitando assim o tráfego de células através da 

matriz extracelular (MEC) (Gonzalez-Gronow et al., 2001). Adicionalmente 

a CD26/DPP-4 se liga ao plasminogênio, aumentando os níveis de 

plasmina, que degrada o colágeno tipo 4, fibronectinas, laminina e 

proteoglicanos, além de ativar as MMPs, acentuando assim a degradação 

da MEC (Itou, 2013). Deste modo, ao administrar um inibidor da DPP-4 

esperávamos que este modulasse a resposta inflamatória, inibindo a 

ativação e produção de MMP e reduzindo a perda de colágeno.  

Do mesmo modo, a exenatida têm demonstrado ação 

anti-inflamatória, diminuindo a expressão e secreção de citocinas pró-

inflamatórias (Chung et al., 2009; Cechin et al., 2012; Chaudhuri et al., 

2012), inclusive na inflamação induzida por LPS (Lee et al., 2012) como é 

o caso da doença periodontal. Devido a esta característica, somada a sua 

influência no tecido ósseo comprovada por trabalhos in vitro e in vivo 

esperávamos uma melhora do quadro inflamatório durante a periodontite 

induzida.No entanto, isso não ocorreu, e para tentar explicar o porquê nós 

levantamos as seguintes hipóteses:  

a) A inibição da DPP-4 e a ativação de GLP-1R 

pode não ter sido suficiente para sobrepor os 

efeitos bacterianos. Sabe-se que a doença 

periodontal é infecciosa e que as bactérias 

apresentam seus próprios fatores de virulência, 

que além de interferirem com a resposta do 

hospedeiro, levam por si só à degradação do 

tecido periodontal; e pode ter ocorrido que a 

redução da resposta inflamatória do hospedeiro 
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não foi suficiente para modular a doença 

(Boonacker, Van Noorden 2003). Portanto, a 

realização de um modelo experimental, no qual 

se realiza também a raspagem, removendo o 

gatilho da doença, poderia evidenciar melhor os 

resultados com o uso dos medicamentos; 

b) 2) A DPP-4 age em vários órgãos e substratos, 

por diversos mecanismos, sendo que estes 

poderiam ser antagônicos e a própria inibição da 

DPP-4 levar a ativação de alguma via que levaria 

ao agravamento do processo inflamatório 

(Boonacker, Van Noorden, 2003);  

c) 3) A coexpressão da CD26/DPP-4 com outras 

enzimas pode formar complexos compensatórios 

levando a uma ação de cooperação na execução 

de tarefas. Portanto, deve ser entendido que, no 

caso de inibição específica da atividade da 

CD26/DPP-4, uma substituição funcional pode 

interferir com os resultados esperados. Este 

fenômeno pode explicar a razão do porquê a 

linhagem de ratos Fisher 344 que apresenta 

ausência de expressão de CD26/DPP-4 só 

apresentam patologias do aparato digestivo, sem 

influência em outros órgãos (Tiruppathi et al., 

1993);  

d) 4) O GLP-1 apresenta ação no sistema nervoso 

simpático (SNS), o que pode antagonizar sua 

ação direta no osso. Em estudos em que se 

administrou GLP-1 diretamente no SNC 

observou-se aumento da pressão sanguínea e 

frequência cardíaca (Bojanowska, Stempniak, 
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2000; Isbil-Buyukcoskum, Gulec, 2004; Osaka et 

al., 2005). Essas respostas estão relacionados à 

ativação do sistema nervoso simpático. A 

ativação de receptores de GLP-1 no cérebro de 

ratos mostrou-se capaz de aumentar a geração 

de sinais nos neurônios pré-ganglionares do SNS, 

aumentando os níveis plasmáticos de 

catecolaminas, hormônios relacionados ao 

estresse (Yamamoto et al., 2002). 

Adicionalmente, durante a sua ação na perda de 

peso, os agonistas do GLP-1 agem aumentando 

os níveis séricos de leptina (Lepsen et al., 2014) 

sendo que esta tem sido relacionada a perda 

óssea (Sharan, Yadav, 2014). Um papel simpato-

excitatório do GLP-1 no SNC têm sido proposto 

(Ghosal et al., 2013) e pesquisas recentes têm 

constatado o importante papel do SNS na 

regulação do metabolismo ósseo, levando à 

perda óssea (Sharan, Yadav, 2014). Além de seu 

papel estimulatório do estresse, o GLP-1 e a 

exenatida têm sido relacionados com a liberação 

de corticosterona (Tauchi, et al., 2008; Gil-

Lozano et al., 2014), que modula a resposta ao 

estresse. Porém, a exposição prolongada aos 

glicocorticoides pode levar à osteoporose, sendo 

a principal causa de osteoporose iatrogênica 

(Rosan, 2008).  

Estudos relacionando a importância do SNS com a 

progressão da periodontite também têm sido realizados. Okada et al. 

(2010), administraram propranolol (antagonista β-adrenérgico, inibidor do 

SNS) em ratos com periodontite induzida por Porphyromonas gingivalis, e 
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observaram que o propranolol inibiu a diferenciação osteoclástica. Da 

mesma forma, Rodrigues et al. (2012) observaram a mesma resposta 

após a administração de propranolol em ratos com periodontite induzida 

por ligadura. Os autores sugerem que o efeito de baixas doses de β- 

bloqueadores no osso se dá parcialmente pela inibição inflamatória (IL-1β 

e TNF-α) e inibição da osteoclastogênese. Nosso grupo também vêm 

estudando a ação do SNS no desenvolvimento da doença periodontal; em 

trabalho prévio utilizando isoproterenol (agonista β-adrenérgico) 

observou-se o agravamento da perda óssea lingual em ratos com 

periodontite induzida por ligadura (Martins, 2011). Esses achados 

claramente demonstram um papel do SNS na patogênese da doença 

periodontal. Portanto, a ativação do SNS pela exenatida pode suprimir os 

efeitos benéficos esperados deste medicamento (Pérez-Tilve et al., 2010), 

sendo que a ativação das vias autonômicas centrais podem ser um efeito 

colateral dos agonistas do GLP-1 (Yamamoto et al., 2003). Todos os 

mecanismos de ação das incretinas ainda não foram completamente 

elucidados, sendo que alguns deles podem ter efeitos antagônicos. A 

Figura 20 ilustra a hipótese que levantamos da ação antagônica do GLP-1 

no tecido ósseo. 
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___________________ 
* Fonte: http://www.auladeanatomia.com/osteologiageneralidades.htm (osso); ;http://clikaki.com.br/quais-os-
fatores-de-risco-da-hipertensao/ (vaso) ; http://emgeraldadiasassuncao.webnode.com.br/products/anatomia-
humana-i/(Coração); http://saude.hsw.uol.com.br/sistema-digestivo2.htm (intestino); 
http://genoma.ib.usp.br/wordpress/?p=4726 (cérebro). 

 

 

 

Figura 20 - Ação hipotética periférica e central do GLP-1 na modulação do metabolismo 
ósseo. O intestino frente a um desafio glicêmico libera os hormônios GIP e GLP-1. 
Esses hormônios apresentam ação anabólica comprovada em estudos in vitro e in vivo 
em animais knockout. O GLP-1 produzido no intestino pode chegar ao cérebro de forma 
passiva rompendo a barreira hematoencefálica ou pode excitar as fibras do nervo vago 
que induzem liberação de GLP-1 no cérebro. Uma vez ligado ao seu receptor cerebral o 
GLP-1 possui ação excitatória sobre o sistema nervoso simpático (SNS), aumentando a 
liberação de catecolaminas, que induzem uma resposta de estresse no hospedeiro, 
levando ao aumento da frequência cardíaca e vasoconstrição. O GLP-1 também induz o 
aumento da leptina circulante. A ativação do SNS é conhecida por suas ações maléficas 
sobre o tecido ósseo levando à reabsorção. Portanto, o GLP-1 demonstra ação 
anabólica no osso, quando age diretamente neste tecido; no entanto, quando age a 
nível de sistema nervoso, sua ação estimulatória sobre o SNS poderia levar a maior 
reabsorção óssea. Imagens copiadas da internet*. 

 

Ma et al. (2013), que estudaram a influência da exenatida 

em ratas ovariectomizadas, observaram que esse medicamento preveniu 

a osteopenia, apesar da possível influência do SNS citada acima. No 

entanto, o estresse é um fator de risco reconhecido para doença 

periodontal (Genco, Borgnakke, 2013), agravando o seu estado (Lu et al., 

2014). O mesmo não parece acontecer com a osteoporose, que não 

apresenta o estresse entre os seus fatores de risco (Tella, Gallagher, 

2014) e parece ser menos susceptível a esse sistema do que a doença 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tella%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24176761
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gallagher%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24176761
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periodontal. Deste modo, estudos que avaliam a ação concomitante do 

GLP-1 no tecido ósseo e na estimulação do sistema nervoso simpático 

são necessários para comprovar a hipótese de ação antagônica deste 

hormônio no tecido ósseo. 

Adicionalmente foi constatada a presença de 

Porphyromonas gingivalis no biofilme formado ao redor dos dentes com 

ligadura em ratos (Duarte et al., 2010). A P.gingivalis produz endotoxinas 

que a auxiliam na sua invasão e estabelecimento nos tecidos do 

hospedeiro, sendo que, dentre essas endotoxinas encontra-se a DPP-4 

(Abiko et al., 1984; Kumagai et al., 2005). A DPP-4 oriunda da P. 

gingivalis (DPP-4Pg) é capaz de ativar as MMPs do hospedeiro (DeCarlo 

et al., 1997) e se ligar a fibronectina, que auxilia na colonização e 

penetração desta bactéria nos tecidos do hospedeiro, influenciando no 

processo de reparo da inflamação (Kumagai et al., 2005). A presença de 

CD26/DPP-4 no tecido periodontal de pacientes com periodontite crônica 

foi constatada (Kennet et al, 1996), assim como, o seu nível no fluido 

crevicular gengival está diretamente relacionado com indicadores da 

severidade da doença periodontal em pacientes não tratados e estes são 

reduzidos após o tratamento periodontal (Cox, Eley, 1992). Esses fatos 

indicam que a CD26/DPP-4 está envolvida no processo de patogênese da 

doença periodontal. 

Assim sendo, estudos in vitro para constatar se a 

sitagliptina é capaz de inibir a DPP-4Pg seria uma outra possibilidade de 

ação local deste medicamento na doença periodontal, driblando as 

possíveis interferências sistêmicas. 

Estudos in vitro comprovam a presença de receptores 

tanto de GIP quanto de GLP-1 nas células ósseas, e estudos in vivo 

realizados com animais knockout comprovam a ação desses hormônios 

na regulação do metabolismo ósseo (Yabe, Seino, 2013). No entanto, a 

falta de influência desses medicamentos no osso alveolar pode evidenciar 
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que a ação desses hormônios no metabolismo ósseo é muito mais 

complexa do que imaginamos. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 

 

 

Ao fim do estudo constatamos que: 

a) Os medicamentos não influenciaram a glicemia 

quando administrados em ratos normoglicêmicos; 

b) Ambos os medicamentos impediram o ganho de 

peso nos animais tratados, demonstrando a ação 

dos mesmos; 

c) Tanto a exenatida quanto a sitagliptina não 

influenciaram o suporte ósseo alveolar 

radiográfico; 

d) Os medicamentos também não influenciaram a 

perda óssea microscópica na região distal e da 

furca do 1o molar inferior; 

e) Sitagliptina e exenatida não influenciaram a 

quantidade de fibras colágenas sobre a crista 

óssea distal; 

f) A sitagliptina diminuiu a concentração sérica de 

DPP-4 e de GIP, porém não influenciou os níveis 

de GLP-1. 

Portanto, os medicamentos utilizados não foram efetivos 

na estabilização e recuperação da periodontite em ratos. 
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______________________ 
*Baseado em: International Committee of Medical Journal Editors Uniform Requirements for Manuscripts 
Submitted to Biomedical journals: Sample References [homepage na internet]. Bethesda: US NLM; c2003 
[disponibilidade em 2008 ago; citado em 25 ago.] Disponível em: 
http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html 
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