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RESUMO

E cada vez mais frequente encontrar pacientes afetados pela combinacdo de Diabetes
Mellitus tipo 2 (DM2) e Periodontite (P). Ambas as patologias elicitam a resposta imune
inflamatéria no individuo, na qual atua o Receptor Ativado por Proliferador de
Peroxissoma Gama (Ppar-y) com acao anti-inflamatoria, sendo também importante na
regulacdo do metabolismo glicémico e lipidico. No entanto, sdo poucos os estudos
gue investigam a participacdo do Ppar-y na modulacdo do DM2 e P. Estudos com
modelos animais tem sido o desenho experimental de escolha quando se deseja
conhecer de modo mais controlado a possivel influéncia de uma determinada
molécula em um contexto patoldgico. O objetivo geral deste estudo foi avaliar a
expressao génica e proteica do Ppar-y em camundongos submetidos a inducdo do
Diabetes Mellitus e Periodontite. Metodologia: 192 camundongos C57BL/6J machos
com 8 semanas de idade e 22g de peso foram distribuidos nos grupos: DM, DM _P, P,
e C. DM foi induzido pela combinac¢éo de dieta hiperlipidica (56 dias antes da inducdo
da Periodontite) e injecdo de estreptozotocina, 28 dias antes da inducdo da
Periodontite, que ocorreu pela combinacéo de ligadura e infec¢céo por Porphyromonas
gingivalis (P.g). O peso corporal e a glicemia pds-prandial de todos os animais foram
avaliados semanalmente. Doze animais em cada grupo foram eutanasiados nos
periodos experimentais Zero, 7, 14 e 21 dias apos a inducao de P. Os parametros
bioguimicos foram dosados no plasma. A perda de volume 6sseo periodontal nos
animais foi analisada por micro-CT. Em todos os grupos e periodos foram avaliados
0s niveis de Ppar-y, além de Tnf-a, por meio de: (i) quantificacdo dos niveis
transcricionais sistémicos (MRNA nos leucdcitos), traducionais sistémicos (niveis
proteicos nos leucécitos); além de transcricionais do periodonto (mMRNA gengival) e
traducionais (imuno-histoquimica em gengiva). Foi realizada morfometria do tecido
gengival e avaliacdo histolégica de figado e rim. Houve sucesso do modelo
experimental de DM comprovado por altos niveis de glicemia pos-prandial e colesterol
total nos grupos diabéticos. O sucesso do modelo experimental de periodontite foi
comprovado por micro-CT dada a maior perda 6ssea alveolar nos grupos com P. A
expressao génica de Pparg nos leucocitos foi significativamente maior no grupo “C”
no tempo Zero e 7 dias. No acompanhamento longitudinal, o grupo “P” € o que
apresentou os menores niveis sistémicos de mRNA do Pparg; e o maior para Tnfa. A
expressao do gene Pparg na gengiva foi significativamente maior no grupo “P” em 14
dias, e do gene Tnfa no mesmo periodo houve tendéncia de maior expressao no grupo
“‘DM_P”. Nesse mesmo grupo em 7 dias houve significativa maior expressao proteica
sistémica de Tnf-a. Houve uma tendéncia de mais células imunopositivas para Ppar-
y no grupo “C” em todos os tempos, e para Tnf-a nos grupos com pelo menos uma
das doengas em 7 e 21 dias. Houve maior porcentagem de células inflamatorias e de
vasos sanguineos nas gengivas dos grupos ‘DM_P” e “P” em 21 dias. Foram
observadas em 21 dias goticulas lipidicas ou vacuolos no figado e rim de animais com
“‘DM” e “DM_P” em comparagao ao grupo “C”. Conclui-se que os niveis de mRNA de
Pparg sistémicos, e de Ppar-y proteicos na gengiva foram maiores no grupo “C”. Em
contraste, Tnfa teve a expressao génica sistémica principalmente elicitada pelo grupo
“P”, e proteica no plasma pelo grupo “DM_P” em 7 dias, concordando com maior



porcentagem de células inflamatérias e vasos sanguineos no tecido gengival em 21
dias.

Palavras — chave: Periodontite. Diabetes Mellitus tipo 2. PPAR gama. Inflamacéao.
Fator de Necrose Tumoral alfa. Modelos animais.
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ABSTRACT

It is increasingly common to find patients affected by the combination of Type 2
Diabetes Mellitus (DM2) and Periodontitis (P). Both pathologies elicit an inflammatory
immune response in the individual, in which the Peroxisome Proliferator-Activated
Receptor Gamma (Ppar-y) acts with anti-inflammatory action, and is important in the
regulation of glycemic and lipid metabolism. However, there are few studies that
investigate the participation of Ppar-y in the modulation of DM2 and P. Studies with
animal models have been the experimental design of choice when one wants to know
in a more controlled way the possible influence of a given molecule on a pathological
context. The general objective of this study was to evaluate the gene and protein
expression of Ppar-y in mice subjected to induction of Diabetes Mellitus and
Periodontitis. Methodology: 192 male C57BL/6J mice, 8 weeks old and weighing 229,
were distributed in the groups: DM, DM_P, P, and C. DM was induced by the
combination of a high-fat diet (56 days before the induction of Periodontitis) and
streptozotocin injection, 28 days before the induction of Periodontitis, which occurred
due to the combination of ligation and infection by Porphyromonas gingivalis (P.Q).
Body weight and postprandial blood glucose levels of all animals were assessed
weekly. Twelve animals in each group were euthanized in the experimental periods
Zero, 7, 14 and 21 days after P. Biochemical parameters were measured in plasma.
The loss of periodontal bone volume in the animals was analyzed by micro-CT. In all
groups and periods, Ppar-y levels were evaluated, in addition to Tnf-a, through: (i)
quantification of systemic transcriptional levels (mMRNA in leukocytes), systemic
translational levels (protein levels in leukocytes); in addition to periodontal
transcriptional (gingival mRNA) and translational (gingival immunohistochemistry).
Gingival tissue morphometry and histological evaluation of the liver and kidney were
performed. The experimental DM model was successful, proven by high levels of
postprandial glycemia and total cholesterol in diabetic groups. The success of the
experimental model of periodontitis was proven by micro-CT given the greater alveolar
bone loss in the groups with P. Pparg gene expression in leukocytes was significantly
higher in the “C” group at time Zero and 7 days. In the longitudinal follow-up, the “P”
group was the one with the lowest systemic levels of Pparg mRNA; and the largest for
Tnfa. The expression of the Pparg gene in the gingiva was significantly higher in the
“P” group in 14 days, and of the Tnfa gene in the same period there was a tendency
for higher expression in the “DM_P” group. In this same group, in 7 days there was a
significantly higher systemic protein expression of Tnf-a. There was a tendency for
more immunopositive cells for Ppar-y in group “C” at all periods, and for Tnf-a in groups
with at least one of the diseases at 7 and 21 days. There was a higher percentage of
inflammatory cells and blood vessels in the gums of the “DM_P” and “P” groups in 21
days. Lipid droplets or vacuoles were observed in 21 days in the liver and kidney of
animals with “DM” and “DM_P” compared to the group "C". It is concluded that
systemic Pparg mRNA and protein Ppar-y levels in the gingiva were higher in group
“C”. In contrast, Tnfa had systemic gene expression mainly elicited by the “P” group,
and plasma protein expression by the “DM_P” group in 7 days, in agreement with a
higher percentage of inflammatory cells and blood vessels in the gingival tissue in 21
days.



Keywords: Periodontitis. Diabetes Mellitus, Type 2. PPAR gamma. Inflammation.
Tumor Necrosis Factor-alpha. Models, animal.
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1 INTRODUCAO

A doenca periodontal (DP) é uma doenca oral desencadeada pela instalacéo
do biofilme patogénico nas superficies dos dentes que levam a uma resposta
imune/inflamatéria do hospedeiro'?. Estd bem estabelecido que o dano tecidual do
periodonto gerado na DP é atribuido principalmente pela resposta inflamatéria do
hospedeiro, e ndo pela acédo bacteriana direta e de seus produtos®.

A DP também é uma doenca complexa, multifatorial, na qual diversos fatores
relacionados ao hospedeiro, como fatores ambientais, carga genética, e presenca de
doencas sistémicas tém sido estudados para compreender como participam para o
inicio e progressdo da DP#®. Dentre as doencas sistémicas que indubitavelmente
estdo associadas a periodontite, destaca-se o Diabetes Mellitus (DM).

A periodontite é reconhecida como a sexta maior complicacdo associada ao
DM’8. Também foi reconhecida a relacédo bidirecional entre DM e DP?, de modo que
o DM parece promover a ocorréncia e progressdo da periodontite, e a periodontite
parece afetar o controle glicémico do DM, e até influenciar o desenvolvimento de
complicacdes diabéticas®. Tal inter-relacdo é dada pela existéncia de citocinas pro-
inflamatorias, bactérias e toxinas na DP que sdo liberadas localmente no tecido
periodontal e entram na circulacdo sistémica, influenciando tecidos e 6rgaos a
distancia!®!l, Ao mesmo tempo, as citocinas pré-inflamatérias sistemicamente
implicadas no DM infiltram-se nos tecidos periodontais e pioram a condi¢ao
periodontal®?.

DM é uma doenca metabdlica complexa, multifatorial, que costuma ter um inicio
insidioso-silencioso, sendo frequentemente observado no histérico familiar'. A
caracteristica mais comum do DM é uma elevacdo anormal dos niveis de glicose no
sangue’4, ou seja, a hiperglicemia, que é ocasionada por um déficit da secrecédo de
insulina causada pela disfuncdo das células beta do pancreas e/ou resisténcia a
insulina no figado e nos musculos®®. Isso leva a perturbacées do metabolismo dos
carboidratos em primeiro lugar, seguidos dos lipideos e, posteriormente das proteinas,

resultantes de defeitos na secrecéo de insulina, na acdo desta ou em ambos6-18,

O tipo de DM mais frequente em adultos apds os 40 anos, € o tipo 2 (DM2).
Tém sido cada vez mais frequente encontrar pacientes afetados pela combinacao de
DM2 e periodontite. A presenca de DM em pacientes periodontalmente afetados € tao

relevante que o DM2 foi admitido como um fator modificador da periodontite que deve
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ser considerado no diagndstico clinico da doenca?®, de acordo com a classificacdo de
2018 do World Workshop on the Classification of Periodontal and Peri-Implant
Diseases and Condition?%:21,

Para o melhor entendimento das interacdes bioldgicas e etiopatogénicas do DM
e periodontite, o desenvolvimento de modelos experimentais, principalmente murinos,
tém sido utilizados amplamente como ferramentas na compreensao dos mecanismos
dessas doencas. Nas ultimas décadas, estudos para desenvolvimento de modelos
animais (especialmente murinos) para inducdo de periodontite, bem como de
diabetes, tém sido estabelecidos para serem utilizados no estudo de mecanismos e
novos tratamentos tanto da periodontite, quanto do DM (independentemente). O
modelo mais utilizado para inducéo de periodontite é a instalacdo de ligadura®?, e o
modelo mais comum para inducdo de diabetes em animais (sem modificacado
genética), é a injecdo de estreptozotocina (STZ). Atualmente, existem muitos modelos
experimentais para inducdo (isolada) de periodontite e DM, sem nenhum deles
englobar de modo perfeito todos os complexos aspectos de cada uma dessas
patologias. Apesar disso, 0os pesquisadores tém escolhido os modelos experimentais
gue atinjam melhor os objetivos propostos na sua investigacao; inclusive combinando
diferentes modelos.

Os Receptores Ativados por Proliferadores de Peroxissoma (PPARS) sao
fatores de transcricdo ativados por ligantes que regulam genes importantes na
diferenciacdo celular e em varios processos metabdlicos, especialmente na
homeostase de lipideos e glicose?3. Apds interacdo com os ligantes especificos, 0s
receptores nucleares sao translocados para o nucleo, onde alteram sua estrutura e
regulam a transcricdo génica?*. Os PPARs séo expressos também em células do
sistema imune, incluindo mondcitos/macréfagos, linfécitos B e T e células
dendriticas?®. O PPAR-y € o membro mais extensivamente estudado da familia PPAR,
sendo que o PPAR-y atenua a migragdo e ativagdo de neutrdfilos?®, exibindo agdo
anti-inflamatoria inibindo a ativagdo do NF-kB e os mediadores inflamatorios
prostaglandina E2 (PGE2), IL-6 e IL-8, também inibindo a reabsor¢cdo 6ssea aguda
em ratos.

O Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) € uma importante citocina com funcao
pro-inflamatéria desencadeadas por infecgdo ou injurias celulares em diferentes

populacdes celulares?”?8. Sabe-se que na patogénese do DM2 ocorrem altos niveis
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circulantes de TNF-a que contribuem decisivamente para o DM, principalmente na
resisténcia a insulina?®3°. O TNF-a também ativa a producao endotelial de moléculas
de adeséo, como a molécula de adesao intracelular-1, que também contribui para a
resisténcia a insulinas?.

O aumento da producdo de TNF-a nos tecidos adiposos também esta
relacionado com a resisténcia a insulina associada a obesidade ©?. Considerando a
importancia do PPAR-y para o metabolismo lipidico, a associacdo biologica direta
entre PPAR-y e TNF-a foi demonstrada quando adipdcitos 3T3-L1 tratados com TNF-
a por 24 horas resultaram em inibicdo de PPAR-y33.

Apesar do papel biolégico de PPAR-y no metabolismo glicémico, lipidico e do
sistema imune, das semelhancas etiopatogénicas da periodontite e do DM, poucos
estudos avaliaram a expressdo dessa molécula na presenca da periodontite

conjuntamente ou ndo ao DM.
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7 CONCLUSOES

e Houve sucesso na realizagdo do modelo murino experimental de DM e de
periodontite.

e Os niveis proteicos (gengiva) e sistémicos (leucécitos) do Ppar-y foram maiores
no grupo C, confirmando a atuacdo da molécula como anti-inflamatoria e
importante para o estado de saude. Longitudinalmente foi a Periodontite que
pareceu prejudicar a resposta imune sistémica.

e A expressado sistémica (leucocitos) do gene Tnfa foi principalmente elicitada
pela Periodontite (DM_P e P), sendo tal observacado oposta a expresséo de
Pparg. No plasma a proteina Tnf-a foi mais expressa nos animais com DM (DM
e DM_P), os quais tiveram em seu tecido gengival maior porcentagem de
células inflamatdrias e vasos sanguineos.

e A Periodontite promoveu maior perda Ossea alveolar, menor volume e
densidade dsseas, separacdo e numero de trabéculas, sem efeito aditivo do
DM.
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