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RESUMO

A periodontite (PE) e o diabetes mellitus (DM) representam problemas de saude
publica mundial. Ambas as doencas, sdo de etiologia multifatorial e evidéncias
indicam uma relacdo bidirecional. Tem sido destacado a participacdo da via
WNT/B-catenina nos processos de perda 6ssea, no entanto pouco se sabe sobre
0 papel dessa via quando da presenca de uma doenca de base instalada, como
por exemplo o DM. Neste contexto, objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do
DM na perda Ossea inflamatdria de ratos com énfase na participacdo da via
WNT/B-catenina. Para tanto, foram utilizados 72 ratos Wistar machos (200-220 g)
divididos em 4 grupos (n=6): Naive (N), DM, PE e DM+PE. Inicialmente, os
animais DM e DM+PE foram submetidos DM tipo 2 por meio da administracédo
intraperitoneal de nicotinamida (230 mg/kg) seguida de estreptozotocina (60
mg/kg), em doses Unicas, apds 08 horas de jejum. Cinco dias depois da inducao
de DM, foi aferida a taxa glicémica dos ratos. O grupo PE recebeu solucédo salina
(1 ml/kg-i.p). Posteriormente, os grupos PE e DM+PE foram submetidos a inducéo
de PE que consistiu na inser¢cdo de um fio de nailon 3.0, em torno do 2° molar
superior esquerdo de animais sob anestesia. O grupo DM, sob anestesia, foram
submetidos a manipulacdo oral, sem inser¢cdo da ligadura, enquanto que 0s
animais do grupo Naive ndo receberam qualquer intervencdo. Apés 11 dias da
inducdo da PE todos os animais foram eutanasiados. Previamente a eutanasia,
sob anestesia, foi realizado coleta de sangue para realizacdo de dosagens
bioquimicas. Os parametros analisados foram: 1) analise macroscopica e micro-
tomografia do o0sso; 2) andlise do osso alveolar avaliando infiltrado inflamatorio e
contagem de osteoclastos e osteoblastos; 3) Andalise do percentual de fibras
coldgenas do ligamento periodontal; 4) Dosagem dos niveis gengivais de IL-8 e
IL-18; 5) Quantificacdo do percentual de imunoexpressao do agonista (WNT-10b)
e antagonista (Dkk-1) da via WNT/B-catenina; 6) Andalise dos niveis séricos de
glicose, Fosfatase Alcalina Ossea (FAO), calcio e fosforo. Os achados deste
estudo mostraram que DM+PE aumentou a perda 0ssea (p<0,05) comparado aos
demais grupos. Microscopicamente foi observado maior intensidade do infiltrado
inflamatorio no periodonto do DM+PE(p<0,05) comparado aos demais grupos. O
DM+PE apresentou aumento dos niveis gengivais de IL-8(p<0,05) comparado aos
demais grupos do estudo. O DM+PE apresentou aumento dos niveis gengivais de
IL-18 (p<0,05) comparado ao Naive e DM. Na histomorfometria houve aumento
no numero de osteoclastos e reducdo do numero de osteoblastos no DM+PE
(p<0,05) comparado aos demais grupos. Foi possivel observar aumento do
percentual de imunomarcacdo para DKK-1 e reducdo do percentual de
imunomarcacéao para Wnt10b no DM+PE (p<0,05) comparado aos demais grupos.
Os niveis séricos de calcio e fosforo apresentaram aumento no DM+PE(p<0,05),
enquanto os niveis séricos de FAO, se mantiveram reduzidos neste grupo
(p<0,05) quando comparado aos demais grupos. Em suma, os achados desse
estudo mostraram que o DM potencializou a perda éssea e inflamacdo no
periodonto de animais com PE e a via WNT parece patrticipar deste processo.
Palavras-chave: Periodontite. Diabetes. Via de sinalizagao Wnt. Ratos.



ABSTRACT

Periodontitis (PE) and diabetes mellitus (DM) represent global public health
problems. Both diseases are of multifactorial etiology and evidence indicates a
bidirectional relationship. The involvement of the WNT / B-catenin pathway in the
bone loss processes has been highlighted, but little is known about the role of this
pathway in the presence of an underlying disease, such as DM. In this context, the
objective of this work was to evaluate the effect of DM on the inflammatory bone
loss of rats with emphasis on the participation of the WNT / B-catenin pathway. For
this purpose, 72 male Wistar rats (200-220 g) divided into 4 groups (n = 6) were
used: Naive (N), DM, PE and DM + PE. Initially, DM and DM + PE animals were
submitted to type 2 DM by intraperitoneal administration of nicotinamide (230 mg /
kg) followed by streptozotocin (60 mg / kg) in single doses after 08 hours of
fasting. Five days after the induction of DM, the glycemic rate of the rats was
measured. The PE group received saline solution (1 ml / kg-i.p). Subsequently, the
PE and DM + PE groups were submitted to PE induction, which consisted of the
insertion of a nylon 3.0 wire, around the upper left 2nd molar of animals under
anesthesia. The DM group, under anesthesia, underwent oral manipulation without
ligature insertion, whereas the animals of the Naive group received no
intervention. After 11 days of PE induction all animals were euthanized. Prior to
euthanasia, under blood anesthesia, blood collection was performed to perform
biochemical measurements. The analyzed parameters were: 1) macroscopic
analysis and micro-tomography of the bone; 2) analysis of alveolar bone
evaluating inflammatory infiltrate and osteoclast and osteoblast counts; 3) Analysis
of the percentage of collagen fibers of the periodontal ligament; 4) Dosing of the
gingival levels of IL-8 and IL-1B3; 5) Quantification of the percentage of
immunoexpression of the agonist (WNT-10b) and antagonist (Dkk-1) of the WNT /
B-catenin pathway; 6) Analysis of serum glucose levels, Bone Alkaline
Phosphatase (BALP), calcium and phosphorus. The findings of this study showed
that DM + PE increased bone loss (p <0.05) compared to the other groups.
Microscopically, a greater intensity of the inflammatory infiltrate was observed in
the periodontium of DM + PE (p <0.05) compared to the other groups. The DM +
PE showed an increase in the gingival levels of IL-8 (p <0.05) compared to the
other groups in the study. The DM + PE presented an increase of the gingival
levels of IL-1B (p <0.05) compared to Naive and DM. In histomorphometry there
was an increase in the number of osteoclasts and a reduction in the number of
osteoblasts in DM + PE (p <0.05) compared to the other groups. It was possible to
observe an increase in the percentage of immunoblotting for DKK-1 and reduction
of the percentage of immunoblotting for Wnt10b in DM + PE (p <0.05) compared
to the other groups. Serum levels of calcium and phosphorus showed an increase
in DM + PE (p <0.05), while serum levels of BALP remained lower in this group (p
<0.05) when compared to the other groups. In summary, the findings of this study
showed that DM enhanced bone loss and inflammation in the periodontium of
animals with PE and the WNT pathway seems to participate in this process.

Keywords: Periodontitis. Diabetes. Wnt signaling pathway. Rats.
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1 INTRODUCAO

1.1 Periodontite

A periodontite € uma doenca infecto-inflamatéria dos tecidos de suporte
do dente, sendo uma das principais causas de perda dentaria (PETERSEN;
OGAWA, 2005; BORRELL; PAPAPANOU, 2005). Esta apresenta etiologia
multifatorial, sendo a resposta do hospedeiro, frente a infeccdo bacteriana, um
importante fator iniciador e de progressao desta doenca (PIHLSTROM et al.,
2005; BASCONES-MARTINEZ et al., 2012). Porém apesar da resposta do
hospedeiro ser essencialmente protetora, esta precisa estar modulada, pois tanto
a hiporresponsividade, quanto a hiperrresponsividade pode resultar em destruicao
tecidual (REDLICH; SMOLEN, 2012).

A resposta inicial a infeccdo bacteriana é a reacao inflamatéria local, que
ativa o sistema imune inato (GRAVES; COCHRAN, 2003; GARLET et al., 2006;
COCHRAN, 2008). A amplificacdo desta resposta inicial local resulta na liberacdo
de uma grande quantidade de citocinas, e outros mediadores, levando a
propagacgéo da inflamacéo e assim, promovendo o desenvolvimento de resposta
humoral e mediada por células (GRAVES; COCHRAN, 2003; GARLET et al.,
2006; COCHRAN, 2008). O processo inflamatério exacerbado provoca destruicédo
do tecido conjuntivo e de osso alveolar (COCHRAN, 2008). O diagndstico clinico
desta doenga € baseado na avaliacdo clinica e radiogréafica (PIHLSTROM et al.,
2005). Clinicamente a destruicdo tecidual pode ser avaliada por meio das
medidas de: profundidade e sangramento a sondagem, mobilidade dentaria, nivel
0sseo, supuracao e recessdes gengivais que confirmam a perda éssea (TATSUEI
et al., 2017).

Vale ressaltar que a periodontite inflamat6ria € comum também no reino
animal. A anatomia da juncdo dentogengival da regido de molares dos ratos sé&o
semelhantes aquela descrita no homem, tornando o estudo experimental da
doenca periodontal inflamatéria nesses animais uma ferramenta de estudo
bastante valida (LISTGARTEN, 1986). A periodontite inflamatdria experimental é

realizada por meio da colocagao de ligadura ao redor do primeiro ou segundo



molar superior que funciona como sitio de colonizagdo bacteriana. A irritacao
mecanica local e a promocao da formagéo de placa bacteriana pela colocacéo da
ligadura com fio de seda ao redor da regidao cervical do dente tem sido
amplamente utilizada na inducdo da doenca periodontal inflamatoria experimental
(GYOREFI et al., 1994).

Nas duas Ultimas décadas tém surgido evidéncias que suportam o
conceito de que as doencas periodontais (DP), tais como periodontite, pode ter
efeitos adversos em diversos o6rgdos e tecidos do corpo. As DP tem sido
estudadas como um importante fator de risco para doengas cardiovasculares e
cerebrovasculares, nascimento de bebés prematuros e/ou com baixo peso e do
mau controle metabdlico em pacientes com DM (ALVES et al., 2007).

A prevencao e tratamento da periodontite se baseia no controle dos fatores
causais e de risco. Portanto os procedimentos de higiene oral associado a
intervencdo profissional com raspagem e alisamento radicular, tem sido
considerado como o padréo ouro (VAN DYKE 2008; BEZERRA et al., 2000,
2002; DE LIMA et al., 2000; ALENCAR et al., 2002; LIMA et al., 2004; LEITAO et
al., 2004, 2005; MENEZES et al., 2005; GOES et al., 2010, 2012, 2014; DALCICO
et al., 2013; GONCALVES et al., 2014; LISBOA et al., 2015).

Assim, tendo em vista o proeminente papel da resposta do hospedeiro
como importante fator etiologico da periodontite e sabendo que condi¢cdes
sistémicas tais como DM podem afetar o curso desta doenga, o estudo dos
mecanismos e vias envolvidos na PE associado ao DM se sobressai como uma
forma de compreender o papel da inflamacdo na reabsorcdo 6ssea quando
associado as condicfes sistémicas, e com isso sugerir novas abordagens

terapéuticas.

1.2 Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus (DM) é um dos principais problemas de saude publica
mundial e vem se agravando rapidamente especialmente nas nacdes em
desenvolvimento. Existem 2 tipos principais de diabetes, tipo 1 e tipo 2, sendo que
aproximadamente 90% dos casos correspondem a pacientes tipo 2 (MEALEY,



2000; BASCONES-MARTINEZ et al., 2011). Esta doenca acomete cerca de 285
milhdes de pessoas no mundo, sendo que destas, 90% sé&o portadoras de DM
tipo 2 (FAZELI FARSANI et al., 2013). O sinal mais caracteristico desta condic&o
€ 0 aumento dos niveis de glicose, resultando da producéo reduzida de insulina,
disfungdo da insulina ou falta de responsividade do receptor de insulina em
orgaos-alvo (BJELLAND et al., 2002).

No diabetes mellitus do tipo 1, verifica-se uma deficiéncia na producédo de
insulina decorrente da destruicao autoimune das células 3 do pancreas. Em geral,
neste tipo da doenca, os pacientes sdo jovens (antes dos 30 anos de idade) e nao
obesos quando os sintomas aparecem pela primeira vez e seu tratamento exige o
uso de insulina. No diabetes mellitus tipo 2, ocorre resisténcia a acdo da insulina.
Neste caso a doenca tem heranca poligénica ainda ndo completamente definida.
A patogénese do diabetes mellitus tipo 2 é complexa e envolve a interacdo entre a
genética e fatores ambientais, entre esses especialmente a obesidade
proveniente do sedentarismo e ingestdo alimentar excessiva. Para o tratamento
do DM sédo utilizados os agentes hipoglicemiantes orais e/ou insulina
(DEFRONZO, 2004; MALANDRINO; SMITH, 2011).

Para a confirmacdo do DM, os sintomas de polidria, polidipsia, polifagia e
perda de peso devem estar associados a: glicemia causal > 200 mg/dI, glicemia
de jejum > 126 mg/dl ou glicemia de duas horas poOs-sobrecarga de 75 g de
glicose > 200 mg/dl (DIRETRIZES SOCIDEDADE BRASILEIRA DE DIABETES,
2017). Os principais sintomas sdo: polidpsia, polifagia e perda de peso, além de
outros sinais e sintomas comumente encontrados, como alteracdes visuais,
nefropatias, neuropatias e as manifestacdes orais (SOUSA et al., 2003;
VARELLIS M. 2005).

Dentre as manifestacdes orais, mais comuns, em portadores de DM estao:
carie de rapida evolugdo, calculo dental, aumento da par6tida, periodontites,
xerostomia, alteracdo do paladar e alteracdes na microbiota da cavidade oral
(SOUSA et al., 2003).

Dentre as causas do desenvolvimento do diabetes tem-se incluido uma

base inflamatéria. Pois, foi detectado um aumento nos marcadores inflamatdérios



em individuos aparentemente saudaveis e que posteriormente vieram a
desenvolver o diabetes (VOZAROVA, et al., 2002), sugerindo que a inflamacéao
ocorre previamente a instalacdo completa da doenca, ou seja, na fase inicial em
que a tolerancia a glicose esta reduzida. Além disso, a obesidade e a
consequente ativacao do tecido adiposo podem aumentar a liberacéo de fatores
inflamatdrios que acentuam a resisténcia a insulina (HOTAMISLIGIL, 2006;
SHOELSON; LEE; GOLDFINE, 2006). Consequentemente, a liberacdo de
mediadores inflamatérios e a ativacdo de diversas citocinas, resulta no
recrutamento local de mondcitos, que se diferenciam em macréfagos, os quais
liberam mais fatores pro-inflamatdrios e quimiocinas, ndo s6 localmente, bem
como sistemicamente, propagando a resposta inflamatoria a varios outros tecidos
(SHOELSON; LEE; GOLDFINE, 2006). Assim, parece existir uma relacéo proxima
entre periodontite, reabsorcdo 6ssea e diabetes, ao se considerar a inflamacéao
cronica um denominador comum entre elas (GARCIA-HERNANDEZ et al., 2012).
Nesse contexto € interessante aprofundar os conhecimentos sobre o0s
mecanismos e vias homeostéaticas afetadas durante o agravamento do diabetes
0s quais predispdem o desenvolvimento de quadros infecciosos e inflamatérios

nestes pacientes.

1.3 Relacao do Diabetes e a Periodontite

A periodontite e o diabetes mellitus sdo doencas vem se agravando
rapidamente especialmente nas nacfes em desenvolvimento (CHAPPLE;
GENCO, 2013; AL-KHABBAZ; AL- SHAMMARI, 2011; ISLAM, 2011). Ambas
apresentam alta prevaléncia na populacdo, sado de etiologia multifatorial,
apresentam caracteristicas crénicas e evidéncias indicam uma relacéo
bidirecional entre elas (CHAPPLE; GENCO, 2013; AL-KHABBAZ; AL-
SHAMMARI, 2011; ISLAM, 2011).

Em pacientes com doenca periodontal ativa, ocorre liberagdo crbnica e
exacerbada de citocinas pro-inflamatorias, tais como IL-13, IL-8 e TNF-a (VAN
DYKE; SERHAN, 2003) reduzindo a acao da insulina com consequente
agravamento das alterac6es metabolicas (KOROMANTZOS et al., 2011). O risco



de infeccdes orais, em particular da periodontite, entre os pacientes com diabetes
deve ser considerado. Vale ressaltar que a periodontite tem sido destacada como
a 62 principal complicacéo do diabetes (MANGAN et al., 2000).

Estudos mostram ainda que niveis mais elevados de citocinas foram
encontrados no fluido crevicular gengival de diabéticos, quando comparados com
0s ndo-diabéticos, (GROSSI; GENCO, 1998; SALVI et al., 1998). O aumento na
producdo local de citocinas potencializam a resposta inflamatoéria, levando a
danos no tecido conjuntivo, reabsorcdo 0ssea e atraso na reparacao de feridas.
Os pacientes com diabetes tém um aumento da atividade da colagenase no fluido
crevicular gengival quando comparado a nao-diabéticos (OLIVER; TERVONEN,
1994). Essa maior atividade da colagenase sugere um maior grau de destruicao
de colageno nos tecidos de diabéticos (LACONO et al., 1985, COLLIN et al.,
1998).

Em paciente diabético ndo compensado, a hiperglicemia resultante,
promove alteragcbes vasculares, fagocitose ineficaz pelos neutréfilos e
macrofagos, além de lentificacdo da sintese de colageno causando retardo na
reparacgéo tecidual (DESHPANDE et al., 2010). Os mediadores pro-inflamatoérios
sdo substancias que estimulam a transformacdo do coldgeno em compostos
menos sollveis, mais resistentes a acdo de enzimas e menos flexiveis, o que
contribui também para a dificuldade de cicatrizacdo encontrada em pacientes
diabéticos (GRECHI et al., 2002). Estas substancias também ativam osteoclastos
e colagenases, conduzindo a destruicdo do 0sso e tecido conjuntivo, aumentando
a progressao e agravamento da doenca periodontal (RODRIGUES, 2001;
ANTUNES, 2003).

A base bioquimica, por meio da qual o diabetes est4 associado a maior
agravamento da doenca periodontal, € decorrente do crescente acumulo de
produtos de glicacdo avancada (AGEsS) no plasma e nos tecidos (NOVAES;
MACEDO; ANDRADE, 2007). Essa condicdo leva a um aumento da ligagao
cruzada de colageno e a geracao de espécies reativas de oxigénio (EROS), tais
como radicais livres (GROSSI; GENCO, 1998). As fibras de colageno modificada

se acumulam nos tecidos, resultando em espessamento da membrana basal,



prejudicando a difusdo de oxigénio, eliminacdo de residuos, a migracdo de
leucocitos e a difusdo de fatores imunes podendo, assim, contribuir para a
patogénese da periodontite (LALLA et al., 1998).

A sobrecarga de glicose pode ativar muitas vias metabodlicas ou de
sinalizagdo que geram mais espécies reativas de oxigénio, levando ao estresse
oxidativo e mais insuficiéncia das células B pancreaticas (WU; YAN, 2015).
Acredita-se que os EROs desempenham um papel fundamental na patogénese
das complicacBes diabéticas mais tardias, devido a sua capacidade para oxidar
lipidios, proteinas e DNA. Além disso, os EROS podem alterar processos
bioguimicos sensiveis ao estresse, podendo gerar alteragBes celulares que, em
altimo caso, sdo igualmente responsaveis pelo aparecimento das complicacdes
do diabetes, aumentando assim, a resisténcia a insulina e diminuicdo da sua
secrecdo (HOUSTIS et al., 2006; LOPES et al., 2008).

Adicionalmente, no diabetes pobremente controlada ocorre anormalidades
nas funcbes dos polimorfonucleares, tais como a adesdo, quimiotaxia e a
fagocitose prejudicadas, tornando o hospedeiro mais suscetivel a infeccbes tais
como a periodontite (BJELLAND et al., 2002).

Assim nesse contexto, sabendo que o diabetes tem sido considerado
como um importante fator de risco para doencas periodontais, e a inflamacao
periodontal por sua vez, dificulta o controle do diabetes, € de interesse cientifico
entendermos melhor quais mecanismos biol6gicos estdo envolvidos no processo
imunoinflamatério dessas duas doencas a fim de contribuir para os futuros

estudos com abordagens preventivas e/ou terapéuticas.
1.4 A participacdo da via WNT/ B-catenina no tecido 6sseo e no diabetes

A maior funcdo do tecido 6sseo € prover suporte estrutural para o corpo,
protecdo de 6rgédos internos e acomodacao do sistema hematopoiético. O 0sso
esta em constante remodelacéo para que ocorra adaptacdo 6ssea ao crescimento
ou devido a carga mecanica, e também para o reparo de danos. As principais

células que participam da remodelacdo sdo os osteoblastos, que tem funcéao de



formacdo Ossea, e osteoclastos, que participam da reabsorcdo deste tecido
(BOYLE; SIMONET; LACEY, 2003; REDLICH; SMOLEN, 2012).

O ciclo de remodelacéo 6ssea € controlado por uma grande variedade de
mecanismos imunoldgicos, promovendo o desenvolvimento de uma nova area de
estudo conhecida como Osteoimunologia (OKAMOTO; TAKAYANAGI, 2011). A
descoberta do eixo do receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANK), seu
ligante (RANKL) e osteoprotegerina (OPG) (RANK-RANKL-OPG) permitiu a
melhor compreensdo da homeostasia 6ssea e interrelacdo entre metabolismo
0sseo e imunologia (HARDY; COOPER, 2009).

Em certas condi¢Bes inflamatérias crbnicas, tais como na periodontite,
observa-se um desequilibrio neste eixo RANK-RANKL-OPG, resultando em
excessiva reabsorcdo o6ssea (YUAN et al.,, 2011). A superexpressiao de
mediadores pré-inflamatdérios, tais como Interleucinas (IL) -1, -6, -8, -11 e -17, e 0
fator de necrose tumoral (TNF), dentre outros, estimulam osteoblastos periosteais,
bem como de outros tipos celulares incluindo fibroblastos e linfocitos T e B, a
aumentar a expressdo de RANKL em sua superficie (ZUPAN; JERAS; MARC,
2013). Adicionalmente, estes mediadores também promovem reducdo da
producdo de OPG por osteoblastos e células estromais, favorecendo assim a
osteoclastogénese, e consequente reabsorcao 0ssea (NAKASHIMA et al., 2000).

Atualmente, além do eixo RANK-RANKL-OPG, a literatura tem mostrado
que a via WNT/B-catenina parece atuar na homeostasia 6ssea (RAUNER et al.,
2013). As proteinas WNT, as quais sao glicoproteinas secretadas ricas em
cisteina, ativam pelo menos 3 sinalizacfes sendo a sinaliza¢cdo candnica a mais
bem entendida até entdo. Nesta via, quando as WNTSs se ligam ao seu receptor, 0
qual estd associado a um receptor de lipoproteina de baixa-densidade
relacionado a proteina -5, ou -6 (LRP-5/6), ocorre inibicdo da quinase glicogénio
sintase 3B (GSK3pB) favorecendo a estabilizagao da B-catenina (BARKER, 2008).
A B-catenina estabilizada se acumula no nucleo e ativa diversos fatores de
transcri¢ao, tais como o fator de célula T/ fator estimulador de linfocito (TCF/LEF),
que promovem diferenciacdo de osteoblastos e aumento da producdo de OPG
(KUBOTA et al.,, 2009). A regulacdo desta via é feita pela acdo de Dickkopfs
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(DKKs) e Esclerostina (SOST), que se ligam aos receptores LRP5/6, ou as
proteinas secretadas relacionadas ao receptor de WNT (Sfrps) que se ligam as
WNTs e agem impedindo a inibicdo da GSK3, favorecendo assim a fosforilagao
da B-catenina, a qual se liga a ubiquitina para entdo ser degradada via
proteassoma (BARKER, 2008). (Figura 2).

Figura 1 - Via de sinalizacdo Wnt/ B-catenina.
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Fonte: KUBOTA et al., 2009 (Adaptado pela autora).

A deficiéncia de [B-catenina inibe a osteoblastogénese e consequente
producdo de OPG, promovendo um desequilibrio do eixo RANK-RANKL-OPG a
favor de RANK. Os inibidores da via candnica (DKK e SOST) séo induzidos por
acdo de mediadores inflamatorios e citocinas pro-inflamatérias como o TNF-a
(KUBOTA et al., 2009; RAUNER et al., 2013).

Tem sido relatado na literatura que proteinas WNT 7b e 10b atuam como
reguladores endogenos da formacdo Ossea, pois estdo expressas em
osteoblastos e sua expressdo estd elevada quando da diferenciacdo
osteoblastica, além disso, estas proteinas promovem inducdo de fatores de

transcricdo osteoblastogénicos (HU et al., 2005; LI et al., 2005a, 2005b).



A inibicdo ou perda da B-catenina, em células do tecido 6sseo, produz
grave osteopenia com aumento de osteoclastos e reducdo da osteoblastogénese
(ALBERS et al., 2013). Os osteoblastos produzidos na auséncia de B-catenina
exibem expressdo elevada da RANKL e reducdo da producdo de OPG
(CORRADO et al., 2013), mostrando que a B-catenina em osteoblastos maduros
regula producao e funcdo dos osteoclastos (HOLMEN et al., 2005). Portanto a via
canbnica da sinalizagdo WNT/B-catenina parece estar ligada ao eixo RANK-
RANKL-OPG na regulacdo da homeostasia 6ssea (SHIN et al., 2005).

Vale ressaltar que a via WNT/ B-catenina parece estar envolvida também
na patogénese do DM. A via WNT esta envolvida no metabolismo lipidico e na
homeostase da glicose e mutacdes no receptor LRP5 podem levar ao
desenvolvimento de diabetes e obesidade. A B-catenina/TCF também esta
envolvido na producdo do horménio incretina peptideo 1 tipo glucagon nas células
enddcrinas intestinais. Mais recentemente, estudos de associacdo gendmica
identificaram o TCF7L2 como um gene de suscetibilidade ao diabetes, e
individuos portadores de certos polimorfismos de nucleotideo Unico TCF7L2
podem ser mais suscetiveis ao desenvolvimento de diabetes tipo 2 (JIN, 2008).

Neste contexto, entendendo que a resposta imunoinflamatéria do
hospedeiro tem papel importante na reabsorcdo Ossea e nas condicfes
sistémicas como o diabetes, uma vez que a presenca de inflamacdo sugere
alterar vias de sinalizacdo importantes para o metabolismo 6sseo e metabdlico,
parece ser interessante aprofundar o conhecimento acerca do papel da via
WNT/B-catenina na reabsorcdo O6ssea inflamatdria associada a condicbes

sistémicas como o DM.



2. JUSTIFICATIVA

Sabendo que a periodontite € um processo mediado por diversas vias e
mecanismos, envolvendo a presenca de bactérias e a resposta do sistema imune
do hospedeiro, e que a diabetes parece contribuir para o agravamento da
periodontite, especialmente por aumentar o status inflamatorio e desregular
diversas vias de sinalizacéo, sendo esta via ainda pouco estudada na periodontite
associada a condicdes sistémicas, torna-se interessante investigar a participacao
da via Wnt/B-catenina, em condi¢des patolégicas como no caso da periodontite

associada ao diabetes.



3.0BJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

o Avaliar o efeito do diabetes mellitus na periodontite experimental em
ratos: investigando a possivel participagdo da via WNT/B-catenina.

3.2 Objetivos Especificos

Em ratos diabéticos submetidos a periodontite:

o Avaliar a perda 0ssea alveolar através de analises macroscopicas,
micro tomografica (UCT);

o Avaliar o processo inflamatorio no tecido periodontal através de
analise histopatoldgica;

o Quantificar osteoclastos e osteoblastos por meio de andlise
histomorfométrica;

o Analisar o percentual coladgeno no ligamento periodontal;

o Quantificar a imunoexpresséo do agonista Wnt10b e do antagonista
DKK-1, por imunohistoquimica, no tecido 6sseo;

o Quantificar os niveis gengivais de IL-8 e IL-1p3, através de ELISA,;

o Analisar os niveis séricos de Glicose, Fosfatase Alcalina Ossea
(FAO), Calcio (Ca) e Fésforo (P).



4. CAPITULO 1

Esta dissertacdo estd baseada no artigo 45 Regimento Interno do
Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias da Saude da Universidade Federal do
Ceard — Campus Sobral que regulamenta o formato alternativo para dissertacfes
de Mestrado e permite a insergéo de artigos cientificos de autoria ou co-autoria do
candidato.

Por se tratar de pesquisa envolvendo animais, os protocolos utilizados
neste trabalho foram submetidos a apreciacdo e foram devidamente aprovados
pelo comité de ética animal com protocolo 05/16. (Anexo 1). Dessa forma, a
presente dissertacdo € composta por 1 artigo cientifico.

4.1 ARTIGO 1: EFEITO DA DIABETES MELLITUS NA PERIODONTITE
EXPERIMENTAL EM RATOS: PARTICIPACAO DA VIA WNT



Introducéo

A periodontite € uma doenca infecto-inflamatéria dos tecidos de suporte do
dente, sendo uma das principais causas de perda dentaria (PETERSEN;
OGAWA, 2005; BORRELL; PAPAPANOU, 2005). Esta apresenta etiologia
multifatorial, sendo a susceptibilidade do hospedeiro, decorrente de uma infec¢ao
bacteriana, um importante fator iniciador e de progressdo desta doenca
(PIHLSTROM et al., 2005; BASCONES-MARTINEZ et al., 2012). Porém apesar
da resposta do hospedeiro ser essencialmente protetora, esta precisa estar
modulada, pois tanto a hiporresponsividade, quanto a hiperrresponsividade pode
resultar em destrui¢do tecidual (REDLICH; SMOLEN, 2012).

Nas duas Ultimas décadas tém surgido evidéncias que suportam o
conceito de que as doencas periodontais (DP), tais como periodontite, podem
refletir na homeostasia de diversos érgaos e tecidos do corpo. As DP tem sido
estudada como importantes fatores de risco para doencgas cardiovasculares e
cerebrovasculares, nascimento de bebés prematuros e/ou com baixo peso e do
mau controle metabdlico em pacientes com Diabetes Mellitus (DM) (ALVES et al.,
2007).

O DM representa um grave problema de salde publica mundial e vem se
agravando nas nacdes em desenvolvimento. Sendo 90% dos pacientes
portadoras de DM tipo 2 (FAZELI FARSANI et al., 2013). Existem dois principais
tipos da doenca, sendo estas classificadas como DM tipo 1, onde ocorre a
deficiéncia na producdo de insulina decorrente da destruicdo autoimune das
células B do pancreas e DM tipo 2 que ocorre resisténcia a acdo da insulina e a
doenca tem heranca poligénica ainda ndo completamente definida. (DEFRONZO,
2004; MALANDRINO, SMITH, 2011).

Os principais sintomas do DM sé&o: polidipsia, polifagia e perda de peso,
além de outras complicagdes comumente encontrados nestes pacientes, como
alteracOes visuais, nefropatias, neuropatias e as complicagdes orais (SOUSA et
al., 2003; VARELLIS M. 2005). Dentre as manifesta¢des orais, mais comuns, em
portadores de DM estéo: carie de rapida evolucao, calculo dental, aumento da

parétida, periodontites, xerostomia, alteracdo do paladar e alteragbes na



microbiota da cavidade oral (SOUSA et al., 2003). O diabetes altera a agao dos
mecanismos imunoldgicos sistematicamente, assim os pacientes com DM tém os
mecanismos de defesa prejudicados e sdo mais suscetiveis a infeccdo, e em
geral, as infeccbes em diabéticos sdo mais graves quando comparados aos
pacientes ndo diabéticos (MEALEY, 1999).

Assim, a relacdo entre DM e as doenca periodontais, tais como
periodontite, tem sido extensamente estudada. A partir das pesquisas
epidemioldgicas observou-se que o DM aumenta o risco e a gravidade das
doencas periodontais (MEDEIRO et al., 2005), porém 0S mecanismos e vias
envolvidos neste processo ainda n&o estédo bem elucidados na literatura.

Estudos mostram que em pacientes com doencas periodontais, ocorre
liberacdo crbnica e exacerbada de citocinas pré-inflamatérias, tais como IL-1pB, IL-
8 e TNF-a (VAN DYKE; SERHAN, 2003) podendo reduzir a agdo da insulina com
consequente agravamento das alteragcbes metabdlicas (KOROMANTZOS et al.,
2011). Vale ressaltar que a periodontite tem sido destacada como a 62 principal
complicacédo do diabetes (MANGAN et al., 2000). Dentro desse contexto, parece
existir uma relagdo préxima entre periodontite, reabsorcdo 0ssea e diabetes, ao
se considerar a inflamagé&o cronica um denominador comum entre elas (GARCIA-
HERNANDEZ et al., 2012).

Considerando especificamente a perda Ossea inflamatéria, quando a
periodontite esta associada ao DM tem sido relatado alteracdes na homeostasia
O0ssea e metabdlica mediada pela desregulacdo de vias de sinalizacdo neste
cenario (PIHLSTROM et al., 2005; ALVES, 2007; BASCONES-MARTINEZ et al.,
2012). Assim dentre as vias que parecem estar envolvidas neste processo
destaca-se a via WNT/B-catenina, tornando-se interessante investigar a
participacdo da via WNT/B-catenina, em condi¢cdes patoldogicas como no caso da

periodontite associada ao diabetes.



Materiais e Métodos
Tipo do Estudo e Aspectos éticos

Trata-se de um estudo pré-clinico prospectivo, randomizado, controlado e
cego. Os protocolos experimentais foram executados seguindo as
recomendacdes apresentadas no ARRIVE (Animal Research: Reporting In Vivo
Experiments) guidelines para uso de animais experimentais (KILKENNY et al.,
2010). Os experimentos foram iniciados logo apds aprovacdo no Comité de Etica
Animal da UFC- Campus Sobral, sendo este aprovado sob o n° de protocolo
05/16 o qual é regido pela Declaragdo Universal de Direitos Animais (UNESCO -
27 de janeiro 1978) e pelos Guidelines Eticos Internacionais para Pesquisa
Biomédica Envolvendo Animais (Conselho para Organizacfes Internacionais de
Ciéncias Médicas —CIOMS) bem como o Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA).

Selecéo de Animais, célculo da Amostra e Randomizacéao

Foram utilizados 72 ratos da linhagem Wistar (Rattus novergicus), com
massa corpérea de aproximadamente 200-220 gramas. Esses animais foram
procedentes do Biotério Central do Campus do Pici - UFC e transferidos para o
Biotério da Faculdade de Medicina — Campus Sobral, onde foram mantidos em
gaiolas apropriadas, em numero de 6 animais em cada. Todos receberam racao
comercial balanceada e agua a vontade, e permaneceram nas mesmas condicdes
ambientais de ciclos claro/escuro de 12 horas e temperatura ambiente de 22 °C
durante todo o experimento. Os animais foram randomicamente divididos em 4
grupos experimentais. Para tanto foi utilizada a estratégia de randomizacdo em

bloco.

Desenho Experimental

Apés 2 semanas de adaptacdo, os animais foram divididos em 4 grupos

com 6 animais cada: Naive (N), Diabetes Mellitus (DM); Periodontite Experimental



(PE) e Diabetes Mellitus + Periodontite (DM + PE). Os animais dos grupos DM e
DM + PE foram submetidos a inducédo de DM tipo 2, 1° dia experimental, através
da administracdo intraperitoneal (i.p) de nicotinamida na dose de 230 mg/kg,
seguida por administracdo de estreptozotocina (Sigma® S-130) por via (i.p) na
dose Unica de 60 mg/kg de peso corporal, diluido em tampé&o citrato (0,1M pH
4,5). Este modelo provoca diabetes por um longo periodo de tempo chegando até
40 semanas (MASIELLO et al. 1998). Os animais do grupo Naive ndo foram
manipulados e os animais do grupo PE receberam 1ml/kg de solucéo salina por
via (i.p).

Apés 5 dias da inducdo de DM tipo 2, a taxa glicémica foi aferida por
obtencdo de sangue da veia caudal e analisada com o glicosimetro Accu-Chek
Active (Roche®). Os animais com niveis de glicose superiores a 200 mg/dL foram
considerados diabéticos (MASIELLO et al. 1998).

Os animais dos grupos PE e DM + PE, apés verificacdo da taxa glicémica,
foram submetidos a periodontite induzido por ligadura (5° dia experimental), que
consiste na insercdo de um fio de sutura de nailon 3.0, em torno do 2° molar
superior esquerdo de um rato sob anestesia com Ketamina e Xilazina (75 mg/kg
de Ketamina + 8 mg/kg de Xilazina por via intramuscular.). Logo em seguida, a
passagem do fio, foi dado um no cirdrgico voltado para a face vestibular (de LIMA
et al., 2000).

Apbs onze dias a insercao do fio (PE e DM + PE), dia de pico da perda
O0ssea intensa (de LIMA et al.,, 2000), todos os grupos do experimento foram
eutanasiados (16 ° dia experimental), por meio de overdose de barbitlrico
Tiopental (100mg/kg) + Lidocaina (7 mg/kg) por via intraperitoneal. Foi realizada
coleta de sangue a partir da veia cava inferior, no dia da eutanasia, para
realizacdo das dosagens séricas de fésforo, célcio, glicose e Fosfatase Alcalina
Ossea (FAO) (Fig. 2).
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Figura 2 - Protocolo Experimental do Estudo.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Legenda: no grupo Naive o0s animais ndo foram manipulados;
0 grupo DM no 1° dia foi submetido a indugcdo DM tipo 2, no 5° dia foram anestesiados, mas néo
receberam ligadura; o grupo PE no 1° dia receberam salina 1ml/kg (i.p), no 5° dia foram
submetidos a indu¢é@o de PE por ligadura; o grupo DM+PE no 1° dia foram submetidos a inducéo
de DM tipo 2, no 5° dia foram anestesiados e realizado a inducdo de PE por ligadura. Os animais
foram acompanhados até a eutanasia (16° dia experimental).

Andélise Macroscopica do Osso Alveolar

Ao final do experimento, os animais foram eutanasiados e suas maxilas
removidas e fixadas em formol a 10%, durante 24 horas. A seguir, as maxilas
foram separadas em duas hemiarcadas, dissecadas e coradas com azul de
metileno a 1%, a fim de discriminar tecido 6sseo dos dentes (BEZERRA et al.,
2000, 2002; de LIMA et al., 2000; LIMA et al., 2004; GOES et al., 2010; 2012,
2016). Para a quantificacdo da reabsorcdo 6ssea, as duas hemiarcadas foram
acomodadas em massinha de modelar em laminas para microscépio, e
fotografadas em camera digital (modelo D-40, Nikon, S&o Paulo - SP). Todas as
imagens foram feitas com papel milimetrado de &rea conhecida para posterior
conversdo de pixel para mm2. As imagens foram lancadas em Software IMAGE
J® para a quantificacdo da perda 6ssea alveolar (POA). A area de reabsorgédo da
hemiarcada, onde a periodontite foi induzida, foi dada pela subtracdo da area da

ponta de cuspide até a borda Ossea remanescente, pela respectiva area na



hemiarcada contralateral, controle préprio do animal. Esta area foi apresentada
em mm? (GOES et al., 2010).

Analise Microtomografica do Osso Alveolar

Os mesmos espécimes nao-desmineralizados foram escaneados por um
microtomografo cone beam (UCT) (Skyscan 1172, Bruker, Kontich, Bélgica). O
gerador de raios X foi operado sob potencial acelerado de 50 kV com feixe
corrente de 200 pA e um tempo de exposicdo de 560 ms por projecdo. As
imagens foram reproduzidas com um voxel de 6x6x6 um. Usando um software
apropriado (Data Viewer®, versdo 1.5.0, Bruker, Kontich, Bélgica), os trés
modelos dimensionais gerados foram rotacionados em uma posi¢cao padrdo como
descrito previamente (LISBOA et al., 2015). As medidas lineares de POA foram
realizadas em 3 sitios diferentes: vestibular, furca e interproximal. Para o sitio
interproximal, os dados coronais foram analisados usando software apropriado
(CT-Analyser®, versdo 1.13.5.1+, Bruker, Kontich, Bélgica). Parametros
volumétricos tais como: Area Superficial da Trabécula, Numero Trabecular,
Porosidade Ossea e Fracdo do Volume Osseo, também foram analisados
(LISBOA et al., 2015, SOUSA et al., 2017).

Andlise Histopatoldgica do Osso Alveolar

As analises histopatologicas foram realizadas em cortes seriados da
hemiarcada. Para tanto, ap0s a eutanasia as hemiarcadas foram removidas e
fixadas em formol tamponado a 10% por 24 horas. A seguir, foram submetidas a
tratamento com EDTA tamponado a 10%, por aproximadamente 30 dias, para a
desmineralizacdo, seguido de banho em agua corrente por 24 horas. As pecas
foram armazenadas em alcool absoluto até sua inclusdo em parafina. Foram
feitos cortes seriados de 4 ym e as laminas obtidas foram coradas pelo método
Hematoxilina—Eosina (H&E). Para a analise microscopica da hemiarcada, a regiéo
entre os 1° e 2° molares foi considerada, sendo avaliados o0s aspectos
inflamatérios como presencal/intensidade de infiltrado celular, além do estado de

preservacao do processo alveolar e cemento, atribuindo-se escores que variaram



de zero a trés, de acordo com a intensidade dos achados, proposta por Leitdo et
al., (2005).

Estudo Histomorfométrico do Osso Alveolar

As mesmas laminas usadas para analise histolégica foram usadas para
estudo histomorfométrico. Os critérios de inclusdo das laminas foram: presenca
da raiz dental, epitélio, e 0sso interproximal na mesma secg¢do. As imagens
dessas seccOes foram capturadas em magnificacdo de 40x. As primeiras e
tltimas secc¢Bes foram excluidas e 4 regides igualmente distantes de cada dente
foram selecionadas para analise histométrica (GOES et al., 2014). Um observador
treinado e que desconhecia os grupos do estudo, usando o software IMAGEJ®
fez a contagem de osteoclastos e osteoblastos, considerando 5 campos por
lamina, na regido entre 1° e 2° molares (SCHNEIDER et al., 2017).

Andlise da Percentagem de Colageno Total

A coloracédo de Picrosirus Red (PSR) é um método simples e sensivel de detectar
a presenca de colageno (JUNQUEIRA; BIGNOLAS; BRENTANI, 1979). Para esta
analise, seccdes histoldégicas de 3 um foram dispostas em laminas de vidro
silanizadas e desparafinados em estufa a 60°C por 3h e trés banhos de xilol (5
minutos). Apdés reidratacdo em seérie decrescente de alcool as laminas foram
incubadas em solucéo de Picrosirius (ScyTek®, Logan, UT, USA) por 30 minutos
e entdo lavadas rapidamente em dois banhos de &cido cloridrico 5%, contra-
coradas com hematoxilina de Harris por 45 segundos e montadas com
Enhtellan®. Apds preparo, as laminas foram analisadas sob microscépio
convencional. Para avaliacdo do colageno foram fotografados 6 campos em um
aumento de 200x (Microscépio Leica). As fotomicrografias foram avaliadas
guantitativamente pelo software de analise de imagem ImageJ®, apos calibracao
das imagens pelo comando Color Thershold (Image > Adjust > Color Thershold)
na funcdo RGB para as cores Vermelho (Minimo de 71 e Maximo de 255), Verde
(Minimo de 0 e Maximo de 69) e azul (Minimo de 0 e Maximo de 92). Depois da

calibracdo as imagens foram convertidas para escala de cor de 8-bits (Image >



Type > 8-bit), binarizadas (Process > Binary > Make Binary) e mensurada a
porcentagem de area total de coldgeno marcada em preto (Analyse > Analyse
Particles) (ANDRADE et al., 2011; FERREIRA JUNIOR, 2016). A média das
percentagens das laminas foi utilizada como uma unidade de amostra e os dados

foram apresentados como média percentual + E.P.M.
Imunohistoquimica para Wnt 10b e DKK-1

A partir dos blocos de parafina usados para andlise histologica foram
removidas seccdes de tecido que foram submetidos aos anticorpos anti-DKK-1 e
Wntl0b utilizando o método de estreptavidina-biotina-peroxidase (HSU; RAINE,
1981).

Em seguida, foram feitos cortes seriados de 4 ym em micrétomo
apropriado e colocados em laminas de poli-L-lisina, apropriadas para a realizacao
de imunohistoquimica. Os cortes foram desparafinizados, hidratados em xilol e
alcool e imersos em tampao citrato 0,1 M (pH 6,0) sob aguecimento em banho-
maria, por 1 hora e 30 minutos para a recuperacdo antigénica a 69 °C. Apés o
resfriamento, obtido em temperatura ambiente durante 20 minutos, foram feitas
lavagens com solucédo tamponada de fosfato (PBS), intercaladas com o bloqueio
da peroxidase enddégena com solucdo de H202 a 3% (30 minutos).
Posteriormente, foi feito bloqueio de proteina com albumina sérica bovina (BSA) a
5% por 30 minutos. Os cortes foram incubados overnight com anticorpo primario
policlonal anti-coelho para anti-Wnt10b diluido 1:200 (ABCAM®, Cambridge, MA,
USA) em anticorpo diluente, para anti-DKK-1 diluido 1:100 (ABCAM®, Cambridge,
MA, EUA). Apds a lavagem em PBS, foi feita a incubacdo com secundario (de
deteccdo) biotinilado IgG de cabra e coelho diluido 1:400 (Santa Cruz
Biotechnology®, Dallas, TX, EUA), por 30 minutos. Depois de lavado, os cortes
foram incubados com o complexo estreptoavidina peroxidase conjugada
(complexo ABC Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA) por 30 minutos.
Apbés nova lavagem com PBS, seguiu-se coloracdo com o0 cromoOgeno
3,3'diaminobenzidine-peroxido (DAB), seguida por contra-coloragcdo com
hematoxilina de Mayer. Por fim, foi realizada a desidratacdo das amostras e



montagem das laminas. Controles foram processados simultaneamente como
descritos acima, para o controle negativo o anticorpo primario foi substituido por
PBS-BSA 5% (HSU; RAINE, 1981; DALCICO et al., 2013) e para o positivo foram
utilizados os tecidos de referéncia de acordo com o fabricante. As imagens da
imunohistoquimica foram capturadas por meio de um microscoépio de luz acoplado
a uma camera com sistema de aquisicdo LAZ 3.5 (LEICA DM 1000, Wetzlar,
Alemanha). Foi realizada a determinacdo do percentual de células
imunomarcadas positivamente ao redor do tecido 6sseo localizado na regido entre
0 1° e 2° molar do rato em 05 campos por lamina (ANDRADE et al., 2008;
LISBOA et al., 2015).

Andlise de IL-18 e IL-8 no tecido gengival de ratos com periodontite
submetidos a diabetes induzido, através ELISA

As concentracdes de IL-1B e IL-8 foram determinadas do tecido gengival
dos ratos. Os tecidos gengivais foram removidos e armazenados a -80°C
(DALCICO et al., 2013). O material foi homogeneizado em uma solugdo de RIPA
Lysis Buffer System (Santa Cruz Biotechnology, EUA), e o sobrenadante foi
usado para determinar os niveis de citocinas e foram quantificados pelos
seguintes kits: IL-1B3-Rat IL-1 beta / IL-1F2 Quantikine ELISA Kit (R & D Systems,
namero de catalogo DY501) e IL-8 por ensaio de imunoabsorcao enzimatica
(ELISA). Todos os ensaios foram realizados de acordo com as instrucfes do
fabricante. Resumidamente, as placas de microtitulacao foram revestidas durante
a noite a temperatura ambiente (20-23° C) com um anticorpo de captura contra
ratos (4,0 yg / mL) ou IL-1 (0,8 ug / mL). A placa foi bloqueada pela adicao de
Diluente de Reagente a cada poco, incubada a temperatura ambiente durante um
minimo de 1 h. Apds o bloqueio da placa, as amostras e o padrdo em varias
diluicbes foram adicionados e incubados a temperatura ambiente durante 2 h. A
placa foi lavada trés vezes com tampéao e do Anticorpo de Deteccao, diluido em
Diluente de Reagente com NGS 2% (350 ng / mL) foi adicionado (100 uL / poco).
Apds uma incubagdo adicional a temperatura ambiente durante 2 h, a placa foi

lavada e adicionou-se Streptavidin-HRP. O reagente de cor (H202 e



tetrametilbenzidina, 100 uL / pogo) foi adicionado 15 minutos mais tarde e a placa
foi incubada no escuro a temperatura ambiente durante 15-20 min. A reacao
enzimatica foi interrompida com H2SO4 e a absorbancia foi medida a 450 nm. As

concentracdes de IL-1 e IL-8 foram expressas em pg / mL.

Dosagens sérica de Calcio, Fosforo, Glicose e Fosfatase Alcalina Ossea
(FAO)

Ao final do estudo, sob anestesia, foram coletados 2 ml de amostras de
sangue de todos os animais a partir da veia cava destes. O grupo Naive foi
considerado o controle para todas as dosagens séricas. As amostras foram
centrifugadas e o sobrenadante coletado para avaliagdo de: FAO, um marcador
de atividade osteoblastica, através de metodologia da inativacao térmica (MOSS,;
WHITBY, 1975; GOES et al.,, 2012); A dosagem de Calcio e Fo6sforo, como
marcadores do metabolismo 6sseo, de acordo com as instrucbes do fabricante
(Labtest®, Lagoa Santa, MG, Brasil) e a glicose plasmatica foi realizado ao final
do estudo também para confirmacéo do quadro de DM tipo 2 até o final do estudo,
sendo realizado por meio do método enzimético da glicose oxidase, seguindo as
instrucdes do fabricante (Labtest®, Lagoa Santa, MG, Brasil).



Anélise Estatistica

A normalidade dos dados foram verificadas através do teste de Shapiro-
Wilk. Os dados paramétricos foram apresentados como média + erro padréo da
média (E. andalise de variancia ANOVA seguido pelo teste de Tukey no caso de
homogeneidade de variancias (p=0,05) ou pelo teste Games-Howell caso nao
houvesse homogeneidade de variancias (p<0,05).

Os dados ndo paramétricos foram apresentados com mediana (valores
extremos), sendo utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn. Em todas
as situacoes foi adotado o nivel de significancia de p<0,05.

O software utilizado para todas as andlises foi o IBM® SPSS® statistics 20

e graficos elaborados usando recursos do GraphPad Prism® verséo 6.0.



Resultados
Anélise Macroscopica

Foram observados nos animais dos grupos DM (1,67+0,29 mm?) (Fig. 3B;
3E), PE (4,06+0,25 mm?) (Fig. 3C, 3E) e DM+PE (7,25+0,46 mm?) (Fig. 3D; 3E)
que houve intensa perda 6ssea quando comparado aos animais do grupo Naive
(0,74+0,03 mm?) (Fig. 3A; 3E) (p<0,05). Os animais do grupo DM+PE (7,25+0,46
mm?) (Fig. 3D; 3E), mostram maior perda éssea quando comparado a DM ou PE

isoladamente (p<0,05).

Figura 3 - Analise morfométrica da hemimaxila de ratos submetidos a periodontite

com diabetes induzido.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Legenda: Analise morfométrica da hemimaxila de ratos do
grupo Naive (A); DM (B); PE (C); e DM+PE (D). Barras representam média+tEPM de 6 animais por
grupo. (*) indica diferenca quando comparado ao grupo Naive. (#) indica diferengca quando
comprado ao grupo PE. (&) indica diferenca quando comparado ao DM (ANOVA e Tukey).
(p<0,05).

Analise microtomografica
Considerando as medidas lineares foi visto que, na regido de furca (Fig. 4A)

0s grupos DM (422,10+18,73 pm), PE (486,9+ 61,53 um) e DM+PE (763,877,17)

apresentaram significativa perda O0ssea quando comparado ao Naive



(147,3t11,95 pm) (p<0,05). O grupo PE (486,9+ 61,53 pum) apresentou
significativa perda 6ssea quando comparado ao DM isoladamente (422,10+18,73
pum). O grupo DM+PE (763,8£77,17 pum) apresentou aumento significante da
perda 6ssea quando comparado aos grupos DM ou PE isoladamente.

Na regido vestibular (Fig. 4B) observou-se que o grupo PE (929,4+51,87
pm), DM (614,7£19,35 pm) e DM+PE (764,6+46,88 um) apresentaram maior
perda 6ssea quando comparado ao grupo Naive (290,7£20,96 um) (p<0,05). O
DM+PE (764,6146,88 pum) apresentou significativa perda oOssea quando
comparado ao grupo DM ou PE isoladamente (p<0,05).

Na regi&o interproximal (Fig. 4C) o grupo DM (540,7+29,81 um), PE (715,3+
39,87 um) e DM+PE (1418+114,3) causaram aumento significante na perda éssea
gquando comparado ao grupo Naive (106,6+13,15 um). O DM+PE (764,6+46,88
um) apresentou significativa perda 6ssea quando comparado ao grupo DM ou PE
isoladamente (p<0,05).



Figura 4 - Analise micro-tomografica linear da hemimaxila de ratos diabéticos

submetidos a periodontite.

A Resiio de F B Vestibular
- 1000+ eglao derurca _ 1500+
E E
2 *# & p<0,05 # = * & p<0.05
g B0 P T g s * & #
= S 1000 - Y
£ 600 & 5
2 3 S 2 "
° _ @
2 e g 500-
o} s
: 200- g
7 0 T T T T 0 T T T T
Naive DM PE DM + PE Naive DM PE DM +PE
c :
Interproximal
2000+

H *# & p<0,05 i

< 1500 X

°

[

=

< 1000

e * &

w

4 *

‘© 500~ —

@

2

z o I 1 Ll T

Naive DM PE DM + PE

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Barras representam médiatEPM de 6 animais por grupo. (*)
indica diferenca quando comparado ao NAIVE. (#) indica diferengca quando comprado ao grupo
PE. (&) indica diferenca quanto ao grupo DM (ANOVA e Tukey) (p<0,05).

Na quantificacdo das andlises volumétricas (Fig. 5) foi visto que o grupo DM
(5,06+0,14 n° de trabéculas/mm), PE (4,544+0,15 n° de trabéculas/mm) e DM+PE
(4,00+0,19 n° de trabéculas/mm) apresentaram reducao significativa de trabéculas
O0sseas quando comparado ao Naive (6,29+0,46 n° de trabéculas/mm). Os
animais submetidos a DM+PE (4,00+0,19 n° de trabéculas/mm) apresentaram
reducdo do numero de trabéculas quando comparado aos grupos DM e PE
isoladamente (Fig. 5A) (p<0,05).

Quanto a area superficial da trabécula 6ssea (Fig.5B) observou-se que no
grupo DM (13,15+0,78 mm?), PE (12,11+0,66 mm?) e e DM+PE (9,76+ 1,241mm?)

apresentaram reducdo quando comparado ao grupo Naive (16,61+0,52 mm?)



(p<0,05). Os animais do grupo DM+PE (9,76x 1,241mm?3) apresentaram uma
reducdo significativa da &rea superficial da trabécula 6ssea comparado ao DM e
PE isoladamente (p<0,05).

Quanto ao volume 6sseo (Fig. 5C) o grupo PE (57,84+2,67% de 0sso), DM
(78,07£2,12% de osso) e DM+PE (45,09+2,69% de 0sso) evidenciaram uma
reducao significante quando comparado ao grupo Naive (87,88+2,34% de 0ss0).
O grupo DM+PE (45,09£2,69% de 0sso0) apresentou uma reducéo significante da
fracdo do volume 6sseo quando comparado aos grupos PE e DM isoladamente.

Em relacdo a porosidade dssea total (Fig. 5D) os grupos DM (30,43+4,32%),
PE (61,44+0,40%) e DM+PE (68,48+1,882 %) apresentaram aumento significante
da porosidade 6ssea quando comparado ao Naive (25,00+1,71%). O DM+PE
(68,48+1,882 %) apresentou aumento de forma significante da porosidade 6ssea

guando comparado aos grupos DM e PE isoladamente.



Figura 5 - Andlise micro-tomografica volumétrica da hemimaxila de ratos

diabéticos submetidos a periodontite.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Barras representam médiaztEPM de 6 animais por grupo. (*)
indica diferenca quando comparado ao NAIVE. (#) indica diferenca quando comprado ao grupo
PE. (&) indica diferenca quanto ao grupo DM (ANOVA e Tukey) (p<0,05).




Anélise histopatolégica

A andlise histopatolégica do tecido periodontal pode ser vista na Tabela 1.
De forma geral as hemimaxilas dos grupos Naive (Fig. 6A) apresentaram tecido
periodontal mais organizado, sem alteracdes teciduais e infiltrado inflamatério. No
grupo DM foram observadas discretas alteracdes teciduais (Fig. 6B) e infiltrado
inflamatério moderado. O grupo PE apresentou intensa reabsor¢cdo 6ssea bem
como intensa alteracéo tecidual (Fig.6C), com muitos focos inflamatoérios no tecido
periodontal. O grupo DM+PE (Fig. 6D) apresentou reabsor¢cdo 0ssea grave, além

de excessivos focos de infiltrados inflamatorios.



Tabela 1 - Andlise histopatologica do tecido periodontal de ratos diabéticos
submetidos a periodontite.

Grupos Experimentais
Naive DM PE DM+PE

Escores 0 (0-0) 1(1-2)* 2 (2-3) * 3(3-3)%¢

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Legenda: DM=Diabetes Mellitus, PE=Periodontite
experimental. Valores sdo apresentados em Mediana. (*) indica diferenca quando comparado ao
NAIVE. (#) indica diferen¢a quando comprado ao grupo PE. (&) indica diferenca quanto ao grupo
DM. (Teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn) (p<0,05).

Figura 6 - Analise histopatoldgica do periodonto de ratos diabéticos submetidos a
periodontite.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Analise histopatolégica da hemimaxila de animais do grupo
Naive (A); grupo DM (B); grupo PE (C); e grupo DM+PE (D). G = gengiva; LP = ligamento
periodontal; D = dentina; OA = osso alveolar; C = cemento. Barra — 50 ym, Hematoxilina e Eosina
(H&E). (40x; 100x magnificag&o).



Analise histomorfométrica

Os animais dos grupos DM (9,20+0,48 células/mm?), PE (5,40+0,40
células/mm?) e DM+PE (3,60+0,24 células/mm?) apresentaram uma reducéo
significante na contagem de osteoblastos quando comparado ao Naive (11,60+0,67
células/mm?) (Fig. 7A). O grupo DM+PE (3,60+0,24 células/mm?) apresentou uma
reducao significante quando comparado aos grupos DM e PE isoladamente (p<0,05).

Na contagem de osteoclastos (Fig. 7B) os grupos DM (1,20+0,20 células/mm?),
PE (2,20+0,20 células/mm?) e DM+PE (3,40+0,24 células/mm?2) apresentaram
aumento no numero de osteoclastos quando comparado Naive (0,20+0,20
células/mm?) (p<0,05). O grupo DM+PE (3,40+0,24 células/mm?) evidenciou aumento

significativo desta célula quando comparado aos grupos PE e DM isoladamente.

Figura 7 - Contagem de osteoclastos e osteoblastos no periodonto de ratos

submetidos a periodontite e diabetes experimental.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Barras representam médiatEPM de 6 animais por grupo. (*)
indica diferenca quando comparado ao grupo Naive. (#) indica diferenca quando comparado ao
grupo PE. (ANOVA e Tukey). (p<0,05).




Andlise do percentual de colageno total no ligamento periodontal.

Usando a coloragdo de Picrosirius red foi possivel observar uma reducdo
significante no percentual de colageno no ligamento periodontal dos animais dos
grupos PE (Fig. 8C;9) (42,47+£1,65%), DM (Fig. 8B;9) (72,22+1,31%) e grupo
DM+PE (Fig. 8D;9) (21,45% = 2,377) quando comparado ao Naive (Fig. 8A;9)
(80,64+1,47%). O percentual de colageno no ligamento periodontal dos animais
do grupo DM+PE (Fig. 8D;9) (21,45% =+ 2,377) apresentou uma reducéo
significante quando comparado aos grupos PE (Fig.8C;9) (42,47+1,65 %) e DM
(Fig. 8B;9) (74,82+2,35%) isoladamente (p<0,05).

Figura 8 — Fotomicrografia do ligamento periodontal de ratos submetidos a

periodontite e diabetes experimental.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Fotomicrografia: Naive (A), DM (B) PE (C) DM+PE (D).
Coloracéao Picrossirius Red (200x magnificagéo). LP = ligamento periodontal; D = Dentina.



Figura 9- Percentual de colageno total de ratos diabéticos submetidos a
periodontite.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Barras representam médiatEPM de 6 animais por grupo. (*)
indica diferenca quando comparado ao grupo Naive. (#) indica diferenca quando comparado ao
grupo PE. (&) indica diferenca quando comparado DM (ANOVA e Tukey) (p<0,05).

Analise imunohistoquimica para Wnt10 e dkk-1

Em relacdo a via de sinalizacdo Wnt, os animais do grupo PE (Fig. 10C)
(22,67+1,99%), DM (Fig.10B) (7,00+0,57%) e grupo DM+PE (Fig.10D)
(35,33+£3,37%) mostraram aumento da percentagem de células imunopositivas
para Dkk-1 quando comparado ao grupo Naive (Fig.10A) (3,00+£0,25%). O grupo
DM+PE (Fig.10D) (35,33+3,37%) apresentou um aumento significante no
percentual de células imunopositivas para Dkk-1 quando comparado ao grupo PE
e DM isoladamente.

Considerando a percentagem das células imunopostivas para Wnt10b o grupo
PE (Fig.11C) (9,66+0,66%), DM (Fig.11B) (18,33+1,08%) e grupo DM+PE
(Fig.11D) (35,33+£3,37%) foram observados redugdo significante na
imunomarcacdo para WntlOb quando comparado ao grupo Naive (Fig.11A)
(22,50+0,99%). O grupo DM+PE (Fig.11D) (5,50£0,42%) apresentou uma reducao

significante quando comparado ao grupo PE e DM individualmente.



Figura 10 - Andlise imunohistoquimica para DKK-1 em ratos diabéticos
submetidos a periodontite.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Legenda: Fotomicrografia mostrando a imunoexpressdo de
DKK-1 na hemimaxila de ratos que foram submetidos a periodontite e diabetes experimental.
Naive (A), DM (B) PE (C) e DM+ PE (D). Setas pretas indicam a imunomarcacédo. Barra — 50- 200
pum. (400x magnificacéo)




Figura 11 - Andlise imunohistoquimica para Wnt 10b em ratos diabéticos
submetidos a periodontite.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Legenda: Fotomicrografia mostrando a imunoexpressdo de
WNT-10b na hemimaxila de ratos que foram submetidos a periodontite e diabetes experimental.
Naive (A), DM (B) PE (C) e PE + DM (D). Setas pretas indicam a imunomarcacéo. Barra — 50um.
(400x magnificacdo).




Quantificacdo dos niveis gengivais de IL-8 e IL-18

Quanto a IL-8 (Fig. 12A) os animais dos grupos DM (0,39+0,10 pg/ml) e PE
(0,71+0,17 pg/ml) apresentaram aumento significante nos niveis gengivais de IL-8
quando comparado ao grupo Naive (0,190,022 pg/ml). O grupo DM+PE
(1,37+0,15 pg/ml) apresentou aumento significante de IL-8 na gengiva quando
comparado aos grupos PE e DM isoladamente.

Quanto a IL-1B (Fig. 12B), os grupos DM (671,0+288,8 pg/ml) e PE (1753 %
278,7 pg/ml) apresentaram aumento significativo dos niveis gengivais de IL-1
quando comparado ao grupo Naive (255,0£22,81 pg/ml). O grupo DM+PE
(1806+215,7 pg/ml) apresentou aumento consideravel quando comparado ao
grupo DM (p<0,05). Porém, ndo houve diferenca significativa nos niveis de IL-1

guando comparado ao grupo PE.

Figura 12 - Niveis gengivais de IL-8 e IL-1 em ratos submetidos a periodontite e
diabetes experimental.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Legenda: Niveis gengivais de IL-8 e IL-18 em animais
submetidos a periodontite e diabetes experimental. Barras representam média+tEPM de 6 animais
por grupo. (*) indica diferenca quando comparado ao grupo Naive. (#) indica diferenga quando
comparado ao grupo PE. (&) indica diferenca quando comparado ao grupo DM (ANOVA e Tukey)
(p<0,05).



Analise dos niveis séricos de Calcio, Fosforo, Glicose e Fosfatase Alcalina
Ossea (FAO).

O ensaio bioquimico de Calcio sérico (Fig. 13A) apresentou aumento
significativo quando comparado os grupos DM (18,91+0,42 mg/dL) e PE
(22,32+1,36 mg/dL) ao Naive (15,9+0,58 mg/dL). O grupo DM+PE (26,47+0,47
mg/dL) apresentou um aumento nos niveis séricos de célcio quando comparado
aos grupos DM e PE isoladamente (p<0,05).

Quanto aos niveis séricos de Fosforo (Fig. 13B) evidenciou-se que o
grupo DM (8,86+0,60 mg/dL), PE (11,56+0,98 mg/dL) apresentaram aumento
significativo de fésforo sérico quando comparado ao Naive (5,21+0,50 mg/dL)
(p<0,05). DM+PE (11,0+1,07 mg/dL) apresentou diferenca significativa quando
comparado ao DM. Porém, ndo houve diferenca significante entres os niveis
séricos de fosforo dos animais do grupo DM+PE quando comparado ao PE
isoladamente.

Foi evidenciado uma reducdo dos niveis séricos de FAO (Fig. 13C)
guando comparado ao grupo DM (18,90 + 0,6122 U/L) e PE (17,11+1,054 U/L) ao
Naive (26,19 + 1,730 U/L). O grupo DM+PE (13,36+1,44 U/L) apresentou
diminuicdo significante da FAO sérica quando comparado a DM e PE
isoladamente.

Os animais incluidos nos grupos diabéticos (DM ou DM + PE) apresentaram
alteracdes clinicas e laboratoriais compativeis com a doenca tais como perda de
peso, aumento da ingestdo liquida e aumento do débito urinario. Analisando a
glicose plasmatica dos animais (Fig. 13D) foi possivel observar um aumento
significativo dos niveis sanguineos de glicose nos animais do grupo DM
(296,36+14,27 mg/dL) quando comparado ao Naive (88,42+3,72 mg/dL). Os
animais do grupo DM+PE (343,81+9,21 mg/dL) apresentaram uma piora no

controle glicémico quando comparados ao grupo DM isoladamente (p<0,05).



Figura 13 - Niveis séricos de Caélcio, Fosforo, Glicose e Fosfatase Alcalina Ossea

de ratos submetidos a periodontite e diabetes induzido.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2018). Legenda: Niveis séricos de Calcio (A), Fosforo (B), Fosfatase
Alcalina Ossea (C) e Glicose (D) de animais submetidos a periodontite e diabetes experimental.
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comparado ao grupo DM. (ANOVA e Tukey) (p<0,05).



Discusséo

Os resultados desse estudo mostraram que a PE causa intensa perda
0ssea, em concordancia com outros trabalhos do nosso grupo (BEZERRA et al.,
2000, 2002, de LIMA et al., 2005, ALENCAR et al., 2002, LIMA et al., 2004,
LEITAO et al., 2004, 2005, MENEZES et al., 2005, de MENEZES et al., 2012,
GOES et al., 2010, 2012, 2014, 2016; DALCICO et al., 2013; GONCALVES et al.,
2014; ALEXANDRE et al., 2017; SOUSA et al., 2016, 2017; LIMA et al., 2017).

Na analise macroscépica, de forma interessante, foi observado perda 0ssea
significativa nos animais do grupo DM, confirmada pelo micro CT. Na literatura
encontramos que em humanos, o diabetes esta relacionado a diminuicdo da
massa esquelética e ao atraso no reparo de fraturas (SOEJIMA; LANDING, 1986;
HERSKIND et al., 1992) e que pacientes diabéticos exibem reduzida densidade e
formacdo Ossea, sugerindo uma menor atividade osteoblastica (KRAKAUER et
al., 1995; MUNOZ-TORRES et al., 1996). Varios mecanismos tém sido propostos
para justificar as anormalidades 6sseas nos pacientes diabéticos, como a menor
expressao do Fator de Crescimento Insulinico (IGF-1) ou do Fator de Crescimento
Fibroblastico (FGF) que pode contribuir para a reducdo na sintese de matriz
ostedide (VERHAEGHE et al., 1992; KAWAGUCHI et al., 1994). De acordo com
Liu et al. (2006), animais diabéticos apresentaram aumento significativo dos niveis
de inflamacéo local e continuaram a perder osso durante o experimento. Além
disso, tiveram uma capacidade significativamente menor de reparo 6sseo quando
comparado aos animais ndo diabéticos (LIU et al., 2006). Mais recentemente, um
estudo de Jing et al (2015) analisando o fémur de animais diabéticos, por micro-
CT observou-se que na fracdo do volume do osso os camundongos diabéticos
apresentaram 35% menor na fracdo do volume ésseo quando comparado ao
controle. Estes estudos contribuem com 0s nossos achados em relacdo a perda
0ssea nos animais com DM apenas.

No presente estudo também foi observado que a associacdo entre DM+PE
piorou a perda Ossea quando comparado a DM ou PE isoladamente.
Evidenciando assim, que o diabetes nos animais com periodontite agravou e

potencializou a perda 6ssea. Sabe-se que os diabéticos apresentam niveis de



mediadores pro-inflamatdrios aumentados tanto sistemicamente quanto no
ambiente periodontal, o que pode levar a maior destruicdo de um periodonto
infectado (LIU et al., 2006; MEALEY, 2006). O estimulo constante do sistema
imunologico por bactérias ou por alteracdes sistémicas, como o diabetes, gera
uma resposta inflamatéria exacerbada que resulta na conseguinte reabsorcao
0ssea e na osteogénese diminuida (GRAVES et al., 2011).

A andlise histopatologica confirma os achados macroscopicos e micro-
tomograficos deste estudo, onde o grupo DM apresentou aumento na intensidade
do infiltrado inflamato6rio quando comparado ao Naive. Em estudo de Vozarova et
al. (2002) foi detectado um aumento nos marcadores inflamatérios em individuos
aparentemente saudaveis e que posteriormente vieram a desenvolver o diabetes.
No diabetes a liberacdo de citocinas e de outros mediadores inflamatorios, resulta
no recrutamento local de mondécitos, que se diferenciam em macrofagos, os quais
liberam mais fatores pro-inflamatérios e quimiocinas, ndo sé localmente, bem
como sistemicamente, propagando a resposta inflamatoria a varios outros tecidos
(SHOELSON et al., 2006). Ademais, o intenso infiltrado inflamatério visto no grupo
DM associado PE pode contribui de sobremaneira para a destruicdo éssea
alveolar (LIU et al., 2006; NAGUIB et al., 2004; LALLA et al., 1998). Toker e seus
colaboradores (2018), em estudo pré-clinico, mostraram que o infiltrado
inflamatorio no grupo de ratos com DM+PE foi maior do que no grupo controle e
periodontite isoladamente. Corroborando assim com os resultados do presente
estudo.

Em andlises histométricas foi possivel mensurar a presenca de osteoblastos
e osteoclastos nos animais do presente estudo. Assim, observamos que no grupo
diabetes (DM) houve reducdo de osteoblastos e aumento de osteoclastos ao
redor do osso alveolar. Segundo Liu et al., (2006) os animais diabéticos tendem a
perder 0sso e tem uma capacidade significativamente menor de reparo. Podendo
isto ser consequéncia da producdo reduzida de matriz 6ssea por célula ou da
diminuicdo no proprio numero de osteoblastos capazes de secretarem essa
matriz. O diabetes, gera uma resposta inflamatoria exacerbada que resulta na

formacado de osteoclastos e na diminuida osteogénese (SHOELSON et al., 2006).



Segundo Zheng et al., (2018) em estudo pré-clinico mostrou que 0s animais
diabéticos e periodontite, isoladamente, apresentaram consideravel aumento dos
osteoclastos comparado ao grupo controle. Sugerindo assim, desequilibrio entre o
processo de reabsorcdo e formacédo 6ssea nos animais diabéticos do presente
estudo.

No grupo periodontite associado a diabetes houve uma reducao significante
de osteoblastos e um aumento acentuado de osteoclastos quando comparado
aos demais grupos do estudo. O estudo de Toker et al., (2018) mostra que o
grupo PE associado a DM evidenciou reducgao significante de osteoblastos e
aumento nos osteoclastos préximo ao 0sso alveolar. A presenca e persisténcia de
mediadores imunoinflamatdrios em pacientes com DM associado PE séo alguns
dos fatores principais que desregulam a homeostasia 0ssea, desencadeando a
osteoclastogénese exacerbada e o agravamento da doencga periodontal (GRAVES
et al., 2005; NAGUIB et al., 2004; MEALEY, 2006). Como mostrado no presente
estudo houve o agravamento da periodontite no grupo DM + PE e destruicdo
tecidual consideravel do periodonto comparado ao grupo DM e PE isoladamente.

Quanto ao coldgeno total no ligamento periodontal os resultados
evidenciaram que o diabetes influenciou na diminuicdo do percentual de colageno
nas fibras do ligamento periodontal quando comparado ao grupo controle.
Segundo Luo et al. (2017), o mau funcionamento de células mononucleares em
pacientes diabéticos, induzido pela inflamacéo, pode estimular a secrecdo das
metaloproteinases (MMP)-8 e -9. Porém este estimulo acontece de forma
exacerbada e desordenada ocasionando desequilibrio na hemostasia da matriz
colagena em pacientes diabéticos. Vale lembrar que as metaloproteinases estéo
envolvidas na degradacédo de fibras colagenas tendo despertado interesse por ser
encontrada em varias doencas inflamatérias locais e sistémicas como a
periodontite e diabetes (THOMPSON; LOFTUS, 2002; EMINGIL et al., 2006).

No grupo DM+PE observou-se uma reducéo de colageno total no ligamento
periodontal quando comparado ao grupo DM ou PE individualmente. Segundo
Bastos et al. (2017) em estudo clinico os individuos DM tipo 2, ndo compensados,

aumentaram positivamente as metaloproteinases (MMP-8 e MMP-1) associadas a



doenca periodontal cronica, o que pode contribuir para uma maior degradacao da
matriz extracelular e ruptura periodontal na periodontite relacionada ao DM.

Considerando a via de sinalizacdo Wnt o presente estudo mostrou que no
grupo DM o percentual de células imunopositivas para Wntl0b foi reduzido,
enquanto que houve um aumento do percentual de células imunopositivas para
Dkk-1. Um mecanismo candidato para a supressdo da formacdo Ossea no
diabetes envolve a via de sinalizacdo de Wnt. Semelhante ao fenétipo 6sseo em
ratos diabéticos, os ratos WntlOb knockout tém baixa densidade Ossea
predominantemente devido a formacao 6ssea suprimida (BENNETT et al., 2007).
Em estudo mais recente, Jing et al., (2015) apresenta que a imunomarcagao de
Wntl0b, no fémur de ratos diabéticos foi menor quando comparado ao controle.
Sabe-se ainda que as citocinas pro-inflamatoérias estdo envolvidas na supresséo
da expressédo de WNT10b nos osteoblastos (RAUNER et al., 2013). Considerando
a expressdo de DKK-1, em estudo clinico os niveis sérico e gengival de DKK1
foram avaliados por imunoensaio multiplex e a proteina gengival e/ou os niveis de
MRNA de DKK1 foram maiores em pacientes com DM quando comparado ao
controle (MIRANDA et al.,, 2018), o que corrobora com os resultados deste
estudo.

No grupo DM+PE houve aumento do percentual de células imunopositivas
para Dkk-1 associado a reducdo do percentual de células imunopositivas para
Wnt1l0b quando comparado a DM ou PE isoladamente, corroborando com os
resultados da histometria, uma vez que essa via tem participagdo direta na
osteogénese e funcdo do osteoblasto. Considerando os trabalhos recentes do
Nosso grupo, a periodontite isoladamente mostrou afetar a via de sinalizagdo Wnt
aumentando a imunomarcacdo de DKK-1 ao mesmo tempo reduzindo a
imunoexpressédo de WNT 10b (SOUSA et al., 2017; LIMA et al., 2017). Analisando
o DM isoladamente, um estudo mostrou aumento da expressdo DKK1 in vivo e in
vitro em células-tronco mesenquimais derivadas do ligamento periodontal em
diabéticos com doenca periodontal cronica (LIU et al., 2015). Assim, sabendo que
a expressao dos antagonistas da via WNT s&o aumentados durante condi¢des

inflamatodrias (WANG et al., 2011), podemos inferir que a associacdo de DM com



PE, leva a um quadro imunoinflamatoério local e sistémico pode provavelmente
contribui para maior expressdo desta proteina na via WNT. Na literatura nao foi
encontrado nenhum artigo que reportasse diretamente o papel da via Wnt quando
da associacao entre diabetes e periodontite.

As interleucinas sdo membros do grupo das citocinas, que desempenham
papel importante na patogénese da periodontite e diabetes, dentre estas temos as
citocinas pro-inflamatoérias I1L-8 e IL-13 (GRAVES et al., 2003; SHOELSON et al.,
2006). No presente estudo foi possivel observar que no grupo DM houve aumento
de IL-1B e IL-8 quando comparado ao Naive. Os pacientes diabéticos apresentam
niveis séricos aumentados de citocinas inflamatérias circulantes (VOZAROVA et
al., 2002; SHOELSON et al., 2006). Corroborando nossos resultados, em estudo
realizado em cées diabéticos por Javed et al. (2014) observou-se que 0s niveis
médios de IL-6 (p <0,01) e IL-8 (p <0,05) foram maiores em cé@es com diabetes do
que aqueles sem diabetes. Além disso, em outro estudo a inducdo de diabetes
em camundongos resultou em reducdo na densidade 6ssea acompanhada por
aumento na expressdo de RANKL e IL-18 (MOTYL; MCCABE, 2009). Como a
expressdo de citocinas especificas depende da resposta imuno-inflamatéria do
hospedeiro e processos inflamatérios estdo associados ao diabetes tipo I,
sugere-se que as citocinas inflamatoérias devem estar expressas no diabetes.

No grupo DM+PE foi observado aumento significante das citocinas IL-1p e
IL-8 quando comparado aos demais grupos do estudo. Na literatura existem
evidéncias suficientes de que a IL-1 € um mediador importante na iniciacdo e
progressao da doenca periodontal (POPOVA; MLACHKOVA, 2010). No diabetes
algumas das citocinas proé-inflamatérias, como IL-1p, permanecem elevadas nos
pacientes diabéticos e podem promover a atividade osteoclastica e a reabsorcao
ossea por modificarem a via RANK/RANKL/OPG (GARCIA-HERNANDEZ et al.,
2012). Assim, sugere-se que quando associadas, as duas patologias, tenhamos
expressao exacerbada de citocinas pro-inflamatorias no tecido periodontal destes
animais, como IL-18 e IL-8.

Em relacdo aos niveis séricos de Calcio e Fosforo plasmatico nos grupos

DM, PE e DM+PE ambos apresentaram diferenca significativa quando comparado



ao grupo Naive. Os niveis significativos de calcio nos animais com DM foi um fato
considerado de interesse, podendo este esta relacionado a lesdes renais, comum
em pacientes diabéticos, o que leva o acumulo de diversos residuos no sangue
(LIAO et al., 2016) e juntamente com este achado a discreta reabsorcédo 6ssea no
grupo DM pode ter contribuido para elevagéo do célcio sérico neste grupo.

Assim, o presente estudo vem a contribuir com a literatura cientifica que
indica que o calcio e fésforo sdo importantes como marcadores no processo de
reabsorcdo 6ssea (ARABACI et al., 2015). Nishida et al. (2000) relacionou as
concentracdes elevadas de calcio sérico a progresséo da doenca periodontal. E
interessante ressaltar que no presente trabalho o grupo de animais com PE
associado a DM experimental apresentou um aumento significativo nos niveis
séricos de Ca e P plasmaticos. Este resultado sugere que a intensa reabsorgéo
O0ssea e provavel falhas renais decorrentes do DM nesse grupo tenham
contribuindo para estes achados.

Nas dosagens séricas de FAO foi analisada que grupos DM, PE e PE+DM
causaram uma diminuicdo significativa, nos niveis séricos de FAO quando
comparado ao Naive. O grupo DM+PE apresentou uma reducgao significativa nos
niveis séricos de FAO em comparacdo com DM ou PE isoladamente. Estes
achados corroboram com resultados semelhantes ja encontrados por
pesquisadores do mesmo grupo de estudo, como no estudo de Goes et al. (2012),
Sousa et al. (2017), ao qual apresentou que o grupo PE causou um aumento na
reabsorcdo Ossea alveolar considerando andlises macroscépicas, radiogréficas,
micro-tomograficas e histoldgicas, e também na reducdo nos niveis séricos de
FAO. Um dado interessante no presente estudo € que o grupo DM experimental
apresentou uma reducéo significativa de FAO quando comparado ao Naive. Este
dado reforca a idéia de que o grupo diabetes independente de associacdo com
PE apresenta alteracées nos marcadores de metabolismo 6sseo (KRAKAUER et
al., 1995; MUNOZ-TORRES et al., 1996). Sugerindo esta associado ao processo
de reabsorcéo 6ssea consequente do proprio quadro de DM .

Assim, considerando os parametros clinicos e laboratoriais apresentados no

estudo, evidenciou-se o0 estabelecimento do quadro caracteristico de diabetes



mellitus tipo 2 nos ratos DM induzidos por STZ/NTC. Vale ressaltar que a
nicotinamida, uma vitamina hidrossoltvel do grupo B, precursora da nicotinamida-
adenina-dinucleotideo (NAD), oferece protecdo as células B pancreaticas contra
grande variedade de insultos téxicos ou imune (DULIN et al., 1969). Entéo,
quando se realiza a administracdo de baixa doses de STZ e nicotinamida ha
inducdo de DM2 em roedores, e nao DM1, pois ela inibe a acédo da poli (ADP-
ribose) sintase, levando a uma homeostase nos niveis de NAD intracelular, e
protegendo as células pancreaticas (UCHIGATA et al.,1983).

O presente estudo ressalta ainda que os animais do grupo DM+PE
apresentaram indices glicémicos significativamente maiores do que o grupo DM.
Assim, os resultados apresentados corroboram com as evidéncias cientificas de
que a periodontite ndo tratada, piora o controle metabdlico da diabetes
(BRANDAO; SILVA; PENTEADO, 2011). A presenca de infeccdes orais exacerba
os efeitos deletérios da diabetes mellitus aumentando efetivamente os niveis de
glicose no sangue (CINTRA et al., 2017). Em estudo realizado por Rodrigues et
al (2015) os roedores com diabetes experimental e periodontite indicaram maiores
concentracbes plasmaticas de glicose e colesterol quando comparados aos
animais diabéticos sem periodontite. Assim, mediante as constatagfes clinicas e
laboratoriais do estado diabético nos ratos conclui-se que esta condicdo
evidenciou o agravamento no controle glicémico dos animais submetidos a DM

associado PE experimental.



Conclusao

Em suma podemos concluir que o DM potencializou os efeitos destrutivos da
periodontite experimental no osso alveolar de ratos, promovendo reabsorcao
0ssea, reducao do nuamero de osteoblastos, bem como sua funcéo, e aumento do
ndmero do osteoclastos. O DM também aumentou a intensidade do infiltrado
inflamatério periodontal, com aumento de citocinas inflamatorias. A via Wnt
parecer ter papel fundamental nestas alteragdes, visto que agonista (WNT-10b) e
antagonista (DKK-1) desta via apresentaram imunomarcacdes no periodonto dos
ratos deste estudo. Assim, considerando os achados deste estudo, sugerimos o
aprofundamento do estudo da via Wnt/B-catenina em condi¢fes patoldgicas como

a associacao da periodontite e diabetes.
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