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Introducao




1 Introducéo

A doenca periodontal é caracterizada como um processo inflamatorio que
pode atingir ligamento periodontal, cemento radicular e osso alveolar, tendo como
fator etioldgico primario o biofilme bacteriano. Este biofilme e as respostas
associadas ao hospedeiro estdo envolvidos na patogénese da doenca periodontal

(OFFENBACHER, 1996).

A manutenc¢éo da integridade dos tecidos periodontais depende do equilibrio
dindmico entre uma agressdo microbiana e/ ou traumatica e a resposta do organismo.
O desequilibrio neste mecanismo associado a um comprometimento sistémico pode

exacerbar uma reacao inflamatoria prévia, levando a uma severa destruigéo tecidual.

Estudos epidemioldgicos revelam que pacientes diabéticos exibem uma maior
tendéncia para o desenvolvimento de doencas periodontais, sendo que diversos
fatores tém sido associados a maior severidade das alteracdes periodontais observadas
em diabeéticos, incluindo modificacbes na composicdo do biofilme bacteriano
subgengival e alteracbes no metabolismo das fibras coladgenas dos tecidos causando

prejuizo funcional das células de defesa (TAYLOR et al., 1998).

O diabetes mellitus € uma condicdo patolégica de origem ndo infecciosa
causado por insuficiéncia absoluta ou relativa de insulina que acomete

aproximadamente 80% da populagdo mundial (REPORT OF EXPERT
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COMMITTEE ON THE DIAGNOSIS AND CLASSIFICATION OF DIABETES
MELLITUS, 2003). E caracterizado, principalmente, por hiperglicemia e esta
associada a uma extensa lista de complicagcBes envolvendo diferentes oOrgéos e
sistemas (CRAWFORD e COTRAN, 2000; GUNCZLER et al., 2001). Na cavidade
bucal, destaca-se alta prevaléncia de doenca periodontal severa com abscessos
periodontais recorrentes e aumento da predisposicdo a infeccdes (LOE, 1993;

NISHIMURA, 1998; LALLA, et al., 2000).

Evidéncias (LOE, 1998; LALLA et al., 2000; HOLZHAUSEN et al., 2004),
sugerem existir correlacdo positiva entre diabetes mellitus e destruicdo periodontal.
No sitio infectado, o processo inflamatério € capaz de carrear numerosos
componentes do sistema complemento, os quais, ativados por via classica e/ ou
alternativa podem liberar fatores quimiotaticos para leucoOcitos e elementos
vasoativos, potencializando a resposta inflamatoria que pode estar alterada no estado

diabético.

Tendo em vista a importancia do diabetes mellitus como fator debilitante e
predisponente para a ocorréncia de numerosas patologias de natureza infecciosa,
deve-se dar importancia a resposta desse hospedeiro em relagdo a evolugdo da doenca

periodontal para melhor entendimento desta patogénese.

Levando-se em consideracgéo a dificuldade de estudar a doenca periodontal e o
diabetes mellitus em humanos, a utilizacdo de modelos animais pode ser considerada

uma alternativa para o estudo de tais patologias, a fim de avaliar mudangas em
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margens de o0sso alveolar, alguns parametros fisiologicos e metabdlicos e seus

padrdes comportamentais.



Revisao da literatura




2 Revisao da literatura

2.1 Diabetes Mellitus

O diabetes mellitus se deve a um transtorno metabo6lico complexo e
primario dos carboidratos, que envolve secundariamente, porém de forma importante,
lipideos e proteinas, associada a resisténcia a insulina e/ ou a sua deficiéncia, absoluta
ou relativa. As alteracdes se devem a uma disfuncdo das ilhotas de Langerhans,
também conhecidas como ilhotas pancreéaticas, que consistem em um aglomerado
microscopico de células do pancreas, constituido por quatro tipos de células

diferentes B3, o, 6 e PP (polipeptidio pancreatico) (BERGMAN e FELIG, 1995).

As células B representam cerca de 68% da populacdo de celulas das
ilhotas dos adultos e séo responsaveis pela producdo e armazenamento da insulina,
sendo que o estimulo mais importante que deflagra sua sintese e liberacdo é a
glicose. Sendo a hiperglicemia uma das alteracGes mais frequentes do diabetes, a
ocorréncia da elevacédo dos niveis de glicemia resulta em captacdo de glicose pelas
células B e liberacdo imediata de insulina. Se a liberacdo de glicose persistir,
ocorre somente estimulacdo da liberacdo de insulina, mas ndo sua sintese, o que
resulta em hiperglicemia, acimulo de glicose por falta de sintese se insulina

(CRAWFORD e COTRAN, 2000).
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Segundo Misawa et al. (2004), a hiperglicemia, tambem tem sua
origem na deficiéncia insulinica que acarreta maior producdo hepatica de glicose
por inibicdo da glicogénese (deficiéncia na regulacdo da glicoquinase e inibicédo
da glicogénio sintetase), ativacdo da glicogendlise (ativacdo da fosforilase) e
ativacdo da neoglicogénese (maior oferta de substratos e ativacdo de enzimas
chaves como piruvato carboxilase, fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK),
frutose 1,6-difosfatase); inibicdo da captacdo de glicose pelos tecidos insulina —
dependentes (tecido adiposo e muscular).

Segundo Tepperman e Tepperman (1987) e, Felig et al. (1995) as
alteracbes metabolicas frequentemente encontradas no estado diabético sdo: perda
de peso, apesar do grande consumo alimentar que ocorre no individuo ou animal
diabético, aumento do volume urinario e da ingestdo liquida, hiperglicemia,
glicosuria e elevacdo de uréia urinaria. De acordo com os autores citados, a perda
de peso ou falta de crescimento corporal é explicada pela deficiéncia de insulina, e
conseqiiente aumento de glucagon, e outros hormdnios antagonistas da insulina
que causam: ativacdo da lipase hormdnio sensivel por fosforizacdo, a qual acarreta
lip6lise com perda de tecido adiposo; ativacdo da protedlise muscular com perda
de massa muscular; inibicdo da captacdo de aminoacidos pelo tecido muscular
assim como também queda na sintese protéica e com isso redu¢do na massa
muscular; inibicdo na captacdo de glicose pelo tecido adiposo e inibi¢do da sintese
e deslocamento da lipase lipoprotéica, o que inibe a formacdo de gordura neste

local.
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Segundo Felig et al. (1995), a maior ingestdo de alimentos da-se em funcéo
do centro da saciedade localizado no nuacleo hipotaldamico ventro-medial
necessitar de insulina para a captacao de glicose, e assim inibir o centro da fome.
A insuficiéncia de insulina e a ndo inibicdo do centro de saciedade induz a uma
maior ingestdo de alimentos. Na auséncia de insulina, a glicose ndo entra no
hipotalamo ventro-medial, que por sua vez deixa de inibir o hipotdlamo ventro-
lateral responsavel pela sinalizacdo da fome. A area ventro-lateral, livre de
inibicdo, sinaliza falta de glicose e fome, com consequente estimulo para maior
ingestdo de alimentos.

De acordo com Soskolne e Klinger (2001), a perda de agua (poliuria)
que acompanha o quadro diabético leva a desidratacdo, a qual se processa em
funcdo da perda de glicose, uréia e corpos cetbnicos (alteracdo dos metabolismos
de carboidratos, proteinas e lipideos), os quais sdo eliminados do organismo pela
urina. A desidratacdo propiciada pela polidria e aumento da osmolaridade do
sangue promovido pela hiperglicemia faz passar agua do meio intracelular para o
extracelular a fim de manter o equilibrio osmético. A desidratacdo intracelular é
percebida por osmorreceptores cerebrais, desencadeando sede intensa. Este
mecanismo é provavelmente o responsavel pelo aumento da ingestdo de agua
(polidipsia) presente no estado diabético.

Quando a hiperglicemia atinge valores acima de 180mg/dL, que € o
limiar de absorc¢do renal, a glicose excedente é eliminada do organismo pela urina,

sendo este processo denominado glicostria (PEPATO et al. 1996).
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Taylor et al. (1998), mostraram que o elevado nivel de uréia verificado
no diabetes tem origem na alteracdo do metabolismo de proteinas. Esta alteracdo
manifesta-se por deficiéncia da sintese de proteinas, ativacdo da proteolise e
reducdo na captacdo de aminoacidos pelos tecidos, efeitos esses causados pela
falta de insulina. A maior concentracdo de aminoacidos no sangue leva a uma
maior oferta de substratos para a neoglicogénese hepatica, pelo aproveitamento da
cadeia carbonica dos mesmos e 0 grupo amino no figado d& origem a maior
producdo de ureéia, a qual é secretada para o sangue e eliminada posteriormente
pela urina.

Na queda da insulina, também observa-se inibicdo da lipase
lipoprotéica o que causa deficiéncia na hidrolise dos triacilglicerdis enddgenos ou
exdgenos e consequentemente deficiéncia na entrada de &cido graxo livre no
tecido adiposo. Isso explica a hipertrigliceridemia caracteristica do diabetes que
também pode ser atribuida a producdo hepatica dos triacilglicerdis, causada pela
maior captacdo de acido graxo pelo figado, proveniente da acelerada lipdlise
(TEPPERMAN e TEPPERMAN, 1987; FELIG et al., 1995).

Dentre os varios tipos de diabetes, existem 2 tipos principais de
diabetes primario: a) diabete tipo 1 (diabete insulino-dependente), conhecido
também como diabete juvenil e b) diabete tipo 2 (diabete ndo-insulino-
dependente) ou tardio (EXPERT COMMITTEE ON THE DIAGNOSIS AND
CLASSIFICATION OF DIABETES MELLITUS, 2000). O tratamento do diabetes

tipo 1 é realizado com insulina exdgena enquanto que o tipo 2 pode ser tratado
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apenas com dieta especifica, exercicio fisico e hipoglicemiantes orais. Porém, a
efetividade das drogas hipoglicemiantes é limitada e influenciada por uma
variedade de efeitos adversos, incluindo hipoglicemia (DAVIS e GRANNER,
1996; DAVIS, 2004; CAMACHO et al., 2005). Esses dois tipos de diabetes se
diferem na apresentacdo clinica, origem genética, patogénese, lesdes das ilhotas

pancreaticas e resposta a insulina.

2.2 Diabetes Mellitus e Doencga Periodontal

A relacdo entre o diabetes mellitus e a doenca periodontal vem sendo
estudada hd muito tempo, a partir de uma associacdo bioldgica na qual pessoas
diabéticas tém maior susceptibilidade para muitos tipos de infeccdo. Lde (1998),
reconheceu a doenca periodontal como a sexta complicacdo mais comum do diabetes

mellitus.

Alguns fatores podem contribuir para o desenvolvimento da doenca
periodontal em diabéticos, como defeito na funcdo e quimiotaxia dos leucocitos
polimorfonucleares (PMN), alteracdo de sintese e metabolismo do colageno,
aumento da atividade de colagenases, acumulo de produtos finais da glicosilacao
(AGES) que atuam sobre receptores de macrofagos e mondcitos resultando em
aumento na secrecdo de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1 (IL-
1) e prostaglandina (PGE;) (NISHIMURA et al., 1998; SALVI et al., 1998;

LALLA et al.,, 2000; AMERICAN ACADEMY OF PERIODONTOLOGY
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COMMITTE ON RESEARCH SCIENCE AND THERAPY, 2000), mudanca
vascular patologica, comprometimento do potencial de cicatrizacdo de feridas e
desequilibrio microbiolégico (ZAMBON et al., 1988; AMERICAN ACADEMY

OF PERIODONTOLOGY, 1996; GROSSI, 2001; IACOPINO, 2001).

2.2.1 Condicao periodontal no estado diabético

Dentre as manifestagdes orais importantes, Loe (1993); Nishimura et al.
(1998); Lalla et al. (2000), sugerem a ocorréncia e aumento da severidade da doenca
periodontal crénica, abscessos periodontais recorrentes e aumento da predisposicao a

infeccgdes.

A alta porcentagem da glicose nos tecidos moles, alem de
proporcionarem baixa resisténcia destes tecidos ao estresse, pode resultar em
necrose da gengiva marginal como resultado da circulacdo sanguinea deficiente,
falta de resisténcia do 0sso alveolar ao estresse, aumento da perda das estruturas
de suporte e mobilidade dos dentes (TAYLOR et al., 1998; BENATTI et al.,
2003).

Avaliando a relagdo entre o equilibrio metabdlico e a inflamacédo gengival
de pacientes diabéticos, Karjalainen e Knuuttila (1996), observaram sangramento
gengival pronunciado em individuos com controle metabolico pobre, confirmando
assim, a relacdo entre o equilibrio de glicose e a inflamacdo gengival. Buscando

esclarecer uma associacdo entre diabetes mellitus e doenga periodontal, os autores
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concluiram que, independente do tipo de diabetes mellitus, o grau de controle dos
niveis glicémicos, a duracao da doenca e a idade do paciente sdo fatores relacionados
positivamente com a prevaléncia e severidade da doenca periodontal em pacientes

diabéticos.

Avaliando o grau de comprometimento dos tecidos periodontais entre
pacientes diabéticos e ndo-diabéticos com doenca periodontal, Taylor et al. (1998),
demonstraram que individuos diabéticos apresentavam maiores valores de
profundidade de sondagem, niveis de insercdo, niveis de perda dssea e prevaléncia
mais acentuada de periodontite avancada. O acompanhamento, por 10 anos, do curso
clinico natural da doenca periodontal em individuos diabéticos mostrou que o indice
gengival triplicou durante esse periodo, havendo variacdo minima dos depositos de

biofilme dentario (NOVAES et al., 1997).

2.2.2 Alteracdes nos tecidos periodontais no estado diabético

Em resposta aos altos niveis de glicose caracteristicos do diabetes
mellitus ocorrem alteracGes teciduais no periodonto que podem ser definidas como

fatores modificadores do curso clinico da doenga periodontal.

Segundo Ohgi e Johnson (1996), destacam-se entre esses fatores, as
alteragdes na atividade e expressdo de fatores de crescimento, incluindo um grupo de

mecanismos que podem potencialmente contribuir para muitos dos problemas
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sistémicos encontrados em diabéticos, entre eles o processo de cicatrizacdo. A
expressdo do fator basico de crescimento de fibroblastos apresenta-se alterada no
paciente portador de diabetes, devido aos altos niveis de glicose, ocasionando

inibicdo do crescimento das células do ligamento periodontal.

A fibronectina, que funciona como um sinalizador para as células do
ligamento periodontal entre 0 meio intracelular e o extracelular, sofre alteracdes
frente aos altos niveis de glicose, repercutindo, assim, em mudancas morfoldgicas e
morte das células do ligamento periodontal. Alterac6es da fibronectina em relacdo a
glicose acarretam, ainda, diminuicdo da resposta quimiotatica das células do
ligamento periodontal para o fator de crescimento derivado de plaquetas. Esse pode
ser 0 mecanismo que explica a dificuldade de cicatrizacdo em pacientes diabéticos e
pode ser a causa da destruicdo periodontal mais severa observada nesses pacientes

(NISHIMURA et al., 1996).

lacopino (1995), afirma que a hiperlipidemia é uma condicdo que quase
sempre acompanha a hiperglicemia em diabéticos, apresentando-se como
metabolismo anormal de gorduras e alteragdes de reacdes basicas moleculares e
celulares, que interferem nas funcdes dos neutréfilos e acarretam o desenvolvimento
de complicagdes do diabetes que se traduzem no prejuizo da cicatrizagdo de feridas e

na destruicdo observada na doenca periodontal.

O infiltrado do tecido conjuntivo de pacientes diabéticos é caracterizado

pela presenca de menos fibroblastos e colageno e mais plasmdcitos, em relacdo ao
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que se observa em pacientes ndo diabéticos, conforme observado por Seppald et al.
(1997). Os autores relataram que histologicamente, foi detectado a presenca de
infiltrado de células inflamatorias do tecido conjuntivo na terminacdo mais apical do

epitélio juncional, embora a gengiva possa parecer clinicamente saudavel.

Segundo Lalla et al. (1998), a conseqliéncia critica da hiperglicemia € a
glicolizacdo ndo-enzimatica e a oxidacdo de proteinas e lipidios, que ap0s uma serie
de reacdes, resulta na formacdo irreversivel de produtos finais de glicolisacdo
avancada ou AGEs (“advanced glycation end products”), que se acumulam em grau
acentuado no plasma e em tecidos de pacientes com diabetes. Os AGEs tem seu efeito
patogénico pela interacdo com seus receptores especificos, conhecidos por RAGES
(“receptor for advanced glycation end products”), que sdo imunoglobulinas da
superficie celular presentes em niveis acentuados em células-alvo de diabéticos, como
células endoteliais e mondcitos. A interacdo entre os AGEs dos tecidos periodontais e
0s RAGEs dos mondcitos leva a uma ativacdo cronica dessas células com
consequente producdo de mediadores da inflamacdo como TNF-o (fator de necrose
tumoral- a), interleucina 1p e interleucina 6, cujos efeitos podem resultar na ativacédo
de osteoclastos e colagenases, conduzindo a uma destruicdo do osso e do tecido
conjuntivo. A interacdo dos AGEs com os RAGEs das células endoteliais também

pode resultar na perpetuacdo da resposta inflamatdria (LALLA et al., 1998).

Grossi e Genco (1998), relatam que a infec¢do periodontal, condicionada

por células fagocitarias como mondcitos, pode induzir a um estado crbnico de
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resisténcia a insulina, contribuindo para o ciclo de hiperglicemia. Devido a continua
ligacdo e ao acumulo da proteina AGE, amplia-se, assim, a trilha classica de
destruicdo de tecido conjuntivo no diabético. Dessa forma, ha um sistema de relacao
dupla da resposta metabdlica e destruicéo tecidual, resultando em doenca periodontal

mais severa em maior dificuldade de controlar a glicemia do diabético.

Em 1998, Salvi et al. avaliando a resposta de mediadores da inflamagéo,
observaram que pacientes diabéticos apresentavam niveis significativamente maiores
de prostaglandina 2 e interleucina 1p no fluido gengival quando comparados a néo-
diabéticos controlados com estado periodontal similar. Tais pacientes possuiam uma
reacao inflamatdria exagerada em resposta as bactérias gram-negativas da infeccéo
periodontal, a partir da atividade hipersecretoria dos monocitos na producdo de

mediadores da inflamacao.

Dessa forma, as alteragdes teciduais no periodonto de pacientes com
diabetes, com produgdo anormal de mediadores da inflamagdo, sugerem uma
modificacdo na resposta do hospedeiro frente as agressdes e parecem conduzir a

maior severidade da doenga periodontal.
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2.2.3 Diabetes experimental

Na literatura diferentes metodologias tém sido propostas para inducgéo
do diabetes em animais, como a utilizagdo de aloxana (ALX) (MCMILLAN,
1970), pancreatectomia parcial (GRANDINI, 1978) e inducdo pela
estreptozotocina apds injecdo endovenosa de prolina tritiada [H] (PEPATO et al.,
1996).

Entretanto, um dos modelos de diabetes mellitus experimental mais
utilizado atualmente, € a administracdo do antibiotico estreptozotocina (STZ)
(MURATA et al., 1999).

A estreptozotocina (STZ) é wum antibidtico produzido pelo
Streptomyces achromogens e € utilizado para a inducdo do Diabetes Mellitus em
animais experimentais e também no tratamento de neoplasma do pancreas. A STZ
¢ uma 2-deoxi-D-glicose a qual destrdi seletivamente as células B pancreaticas
(ANDERSON et al., 1974), causando degranulacdo destas células produtoras de
insulina ap6és uma hora a sua administragdo por via endovenosa e
consequentemente promovendo o aparecimento do diabetes (GOODNER et al.,
1995). Esta droga possui em sua molécula um ndcleo glicidico, que é reconhecido
pela célula B , permitindo a sua entrada no interior da célula o qual inibe a
atividade da superdxido dismutase, permitindo o acumulo de radicais livres
(ROBBINS et al., 1980), téxicos a células p (ANDERSSON e GRANKVIST,

1995; FISCHER et al., 1995).
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Este acimulo de radicais livres (JANSSON e SANDLER, 1992) pode
produzir a quebra no DNA nuclear por metilacdo de guaninas via cations metila
(MURATA et al., 1999) e pode entdo, ocorrer a ativacdo da enzima reparadora
poliadenosina difosforibose sintase (YAMAMOTO et al.,, 1999), que utiliza
nicotimida adenina dinucleotideo (NAD) como substrato. O aumento da atividade
dessa enzima pode entdo levar a uma queda dos niveis de NAD intracelular, e
conseqiientemente provocar importante inibicdo da respiracdo celular, da
producdo de ATP, da sintese protéica e perda do balanco i6bnico normal, com a
morte celular (ROBBINS et al., 1980).

Outro mecanismo suposto é que a STZ, sendo um forte agente
alquilante provoca a alquilagio do DNA pelo *CH; ou CH'; na via de
decomposicdo da STZ. Esta alquila que poderd, entdo, ser responsavel por induzir

apoptose e, subseqiientemente o diabetes (MURATA et al., 1999).

2.2.4 Doenca Periodontal experimental

H& uma diversidade muito grande de espécies microbianas no biofilme
subgengival do periodonto humano e, a destruicdo tecidual proveniente das
respostas imunoinflamatérias do hospedeiro frente a esta complexa microbiota, é
estudada, quase sempre, de maneira retrospectiva. O modelo animal mais
freqlientemente utilizado em estudos de periodontite experimental é o rato (Rathus
novergicus) por ser considerado um grupo de custo baixo e de facil manipulacao

(KLAUSEN, 1991).
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A utilizagdo de modelos animais na elucidacdo da patogénese da
doenca periodontal e do diabetes explica-se pela grande dificuldade de estudar a
doenca periodontal em humanos.

Dentre os métodos para inducdo de doenca periodontal, Johnson
(1975) e Nyman et al. (1979), utilizaram como modelo da doenca, o0 metodo de
inducdo por ligadura que consiste na colocacdo de um fio nylon, de seda ou de
algodéo ao redor da cervical de um molar.

Utilizando este mesmo modelo de inducdo de doenca periodontal,
Johnson (1975), observou achatamento e descolamento da margem gengival,
acumulo de placa bacteriana, aumento da proliferacdo de infiltrado inflamatorio
no tecido conjuntivo subjacente, migracdo do epitélio juncional e reabsorcao da
crista 6ssea alveolar mesial, verificada por meio de anéalise radiogréafica, 17 dias
apos a colocacdo das ligaduras em primeiros molares inferiores em ratos.

Sallay et al. (1982), mostraram que 9 a 14 dias apds a colocacdo de
ligadura, foi possivel observar histologicamente, destruicdo ¢ssea alveolar
horizontal, sequestro dsseo e leucocitose na corrente sanguinea periférica.

Bezerra et al. (2000), observaram, em analise macroscépica, que uma
perda Ossea alveolar significante pode ser encontrada logo apdés 4 dias da
colocacdo de ligadura, alcancando um pico maximo aos 7 dias, quando além de
uma reabsorcdo 6ssea severa, pode ser observado, histopatologicamente, um

infiltrado inflamatdrio progressivo e aumento do nimero de osteoclastos.
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Estudos macroscopicos realizados por Holzhausen et al. (2002),
mostraram que a gengiva dos ratos submetidos a colocacdo de ligadura
modificaram-se gradativamente em relacdo aos periodos experimentais utilizados
no estudo e, em todos os periodos, a ligadura favoreceu o acumulo de grande
quantidade de restos alimentares e a eventual formacéo de biofilme bacteriano. Os
autores observaram ainda o aumento de volume da gengiva, da face vestibular dos
primeiros molares inferiores, recobrindo grande parte da ligadura, sendo que esta

caracteristica foi facilmente observada a partir do periodo experimental de 5 dias.

2.2.5 Estudos com animais

McMillan (1970), ap6s inducdo do diabetes em ratos com ALX e
subsequiente extracdo dos primeiros molares superiores esquerdos, observou
macroscopicamente, que, mesmo nos ratos diabéticos controlados com insulina,
quando o diabetes apresentou-se severo, resultou no aparecimento de infeccgéo.
Relatou ainda que nenhuma diferenca foi observada no padréo de cicatrizacao das
feridas cirdrgicas entre os grupos controle, diabético ndo controlado e diabético
controlado com insulina, entretanto, houve diferengas marcantes na cronologia
deste processo entre os diabéticos (controlado e ndo controlado) em relacdo ao
controle.

No ano seguinte, McMillan (1971), por meio de analise microscépica
dos grupos, anteriormente estudados macroscopicamente, observou que a

reparacdo dos alvéolos dos animais diabéticos que receberam ou ndo insulina,
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apresentou-se retardada e mesmo quando o coagulo sanguineo formado estava
aparentemente normal, a resposta inicial inflamatoria estava diminuida. A
presenca de fragmentos 6sseos no alveolo pos-extracdo excitaram uma resposta
inflamatoria localizada no grupo controle, enquanto no grupo diabético levaram a
uma maior sequestracdo 0ssea, com consequente necrose e maior predisposi¢cdo a
infeccéo.

O autor acima citado, atribui a causa do retardo reparacional observada
nos ratos diabéticos, em parte, ao aumento do trauma durante os procedimentos de
extracdo dental e em parte, a um ou mais fatores combinados como: reducdo da
quantidade de coagulo sanguineo, reducdo da resposta inflamatoria, aumento da
susceptibilidade & infeccdo, diminuicdo da resposta fibroblastica e uma aparente
reducdo na capacidade de epitelizacgéo.

Holzhausen et al. (2004), investigaram o efeito do curto tempo de
diabetes experimental associado a terapia de insulina sobre a severidade da perda
Ossea em ratos e o efeito da periodontite experimental sobre o controle da
glicemia por meio do monitoramento do sangue dos animais e radiografias
digitalizadas para anélise da perda 6ssea alveolar. Observou-se que a severidade
da doenca periodontal ndo foi afetada pelo curto tempo de diabetes e que, a
periodontite experimental aumentou o0s niveis de glicose do sangue,

proporcionando assim um descontrole do diabetes experimental.
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2.3 Alteragdes soroldgicas no estado diabético

Segundo Scott et al. (1984), p6de-se observar mudancas enzimaticas
no soro dos individuos com o desenvolvimento do diabetes, sendo que as
mudancas podiam ocorrer devido a propria doenga ou como conseqliéncia de suas
complicacbes, e estas atividades alteradas, possivelmente podiam refletir
alteracbes nos mecanismos de sintese, degradacéo, estoque e excrecao de enzimas,
tais como as fosfatases alcalinas (ALP), aspartato aminotransferase (AST),
creatina cinase (CK), a Lactato Desidrogenase (LD), além de calcio (Ca) e fosforo
(P).

Owen et al. (1990), observaram que o aumento da ALP ocorre na
maturacdo de osteoblastos e o aumento de Ca ocorre no estagio de mineralizacéo.
As fosfatases alcalinas sdo um grupo de enzimas localizadas nas membranas das
células dos canaliculos biliares do figado, mas também sdo sintetizadas pelas
células osteoblasticas do tecido 6sseo e de outros tecidos como o epitélio
intestinal, tdbulos renais e placenta. Porém as formas encontradas no soro
originam-se em sua grande maioria do figado ou do esqueleto.

Estudos da correlacdo de enzimas séricas e diabetes sdo
consideravelmente reduzidos na literatura e assim, faz-se necessario tal avaliacao
para que essas enzimas sejam utilizadas ou descartadas como marcadores do efeito
toxico “tecido-especifico” no diabetes experimental. Para tanto, é necessario

utilizar-se modelo experimental adequado, que reproduza o quadro diabético. Tais
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condicdes podem ser indiscutivelmente obtidas pela avaliagdo temporal dos

parametros alterados no diabetes como por exemplo, peso corporal e glicemia.

2.4 Infiltrado inflamatoério - Niveis de mieloperoxidase (MPO)

A mieloperoxidase (MPO) é uma hemeproteina de aproximadamente
150K Da, tetramétrica, altamente glicada. E abundante em neutr6filos e mondcitos,
constituindo 5% e 1-2%, respectivamente, do peso seco total dessas células. Esta
estocada nos granulos azurofilos primarios desses leucocitos e é secretada no meio
extracelular e no compartimento fagolisossomal apds ativacdo do fagocito por
uma variedade de estimulos, sendo eficiente na morte de microrganismos
(ZIPFEL et al., 1997; BUCHMANN et al., 2002).

Por apresentar essas caracteristicas, alguns estudos na literatura tem
usado a quantificacdo da MPO tecidual, como marcador inflamatorio, para estimar
0 acumulo de neutréfilos (YAMALIK et al., 2000; BUCHMANN et al., 2002;
LISKMANN et al., 2004; WEI et al, 2004).

Yamalik et al. (2000), avaliando os niveis de mieloperoxidase do
fluido gengival de pacientes com Periodontite agressiva, Periodontite cronica e
Saude periodontal, observaram que os niveis de mieloperoxidase foram mais
baixo no grupo de saude periodontal quando comparados aos grupos periodontite
agressiva e periodontite crénica.

No ano de 2002, Buchmann et al. caracterizaram a atividade de

neutréfilos como componente critico na patogenicidade da doenga periodontal. A
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atividade leucocitaria na periodontite agressiva comparado a periodontite cronica,
atraves de analise de mieloperoxidase no fluido crevicular mostrou atividade
leucocitaria significantemente maior na periodontite agressiva em relacdo a
periodontite crénica antes e apds a terapia. Entretanto, parametros clinicos

também observados ndo mostraram diferencas entre os dois tipos de periodontites.

2.5 Perda 6ssea alveolar — Analise Radiografica

Por ser considerada, a doenca periodontal, uma patologia com
envolvimento de destruicdo Ossea, pode-se observar na literatura que exames
radiograficos sao utilizados para avaliacdo desta perda 0ssea alveolar.

O meétodo de subtracdo de imagens para detectar pequenas mudancas
Osseas foi utilizado por Paquette et al. (1997). Entretanto, apesar da precisdo do
método, este apresenta um custo elevado (ORTMAN et al., 1985; JEFFCOAT et
al., 1996).

Reddy (1997) mostrou que um simples método para quantificar a
avaliacdo radiografica da perda dssea alveolar envolve diretamente medidas da
juncdo cemento-esmalte até a crista 6ssea alveolar. Esta medida de altura dssea
pode variar aproximadamente de 1,0 mm quando utilizado filme convencional,
para aproximadamente 0,2 mm quando um sistema de imagem digital é usado para
analisar uma radiografia padronizada.

No ano de 2000, Nassar et al. utilizando um sistema de imagem digital

(CDR), observaram a perda Ossea alveolar de ratos com doenca periodontal
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induzida por ligadura e tratados com ciclosporina A. As radiografias digitais
foram analisadas, realizando-se medida linear percorrendo a distancia da juncéo
cemento-esmalte até a crista 6ssea alveolar do lado mesial do primeiro molar
inferior no rato, utilizando o software do sistema de imagem digital citado.
Portanto, a fim de avaliar mudancas em margens de osso alveolar
durante o processo de evolucdo periodontal, a utilizacdo de um exame
radiografico adequado se faz necessario para que possa colaborar como diferente

parametro de avaliacdo das possiveis alteracdes encontradas nos experimentos.
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3 Proposicao

Estudar a influéncia do Diabetes Mellitus sobre a evolucdo da doenca
periodontal induzida, avaliando peso corporal, niveis séricos de calcio, fosforo,
fosfatase alcalina e mieloperoxidase, além de mudancas em margens gengivais e em

margens de 0sso alveolar dos espécimes de cada animal.



Material e método




4 Material e método

< Comité de ética em pesquisa
O presente estudo foi aprovado pelo Comité de FEtica em
Experimentacdo Animal-CEEA da Faculdade de Odontologia de Araraquara,

processo: 28/2003.

4.1 Animais

No presente trabalho foram utilizados ratos (Ratus norvegicus albinus,
Wistar) machos, jovens com peso inicial de aproximadamente 140g,
provenientes do Biotério Central da UNESP, Campus de Botucatu. Os ratos
foram mantidos em caixas plasticas, separados de acordo com 0 grupo
experimental, em sala com temperatura ambiente controlada, com ciclos de

luz-escuro de 12 horas e, alimentados com ra¢do normal e 4gua ad libitum.

4.2 Grupos experimentais

Cento e vinte e oito (128) ratos foram distribuidos aleatoriamente em 4
grupos experimentais de 32 animais:

I Grupo Controle (n=32)

Il Grupo Diabético induzido (n=32)

I11 Grupo Doenca Periodontal induzida (n=32)

IV Grupo Diabético e Doenca Periodontal induzida (n=32)
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4.3 Periodos experimentais

A cronologia proposta para este trabalho pode ser observada na Tabela
1. Apo6s 48 horas da inducdo do diabetes (dia -1), foi realizado a comprovagéo
do estado diabético e em seguida realizada a indu¢do da doenga periodontal
nos grupos Il e 1V. Este momento foi considerado o dia zero (baseline) e, a
partir de entdo, os ratos receberam diariamente ragdo normal e 4gua ad libitum.

Os periodos experimentais para o presente trabalho foram 3°, 7°, 15° e
30° dia apdés o dia zero, sendo que a cada periodo foram avaliados: taxa
glicémica, peso corporal, niveis séricos de calcio, fésforo, fosfatase alcalina e
mieloperoxidase, além de, analise macroscopica e radiografica dos espécimes
de cada animal.

A cada periodo experimental, 8 ratos de cada grupo, foram sacrificados
por meio de guilhotina. Logo apds o sacrificio, a mandibula de cada animal foi
removida, separada em duas hemimandibulas e fixadas em formol tamponado a
10%.

Tabela 1 — Cronologia proposta do experimento

Periodos experimentais

Fase experimental dia -3 dia-1 dia0 dia3 dia7 dialb dia 30

Glicemia Baseline

Inducdo do Diabetes +

Avaliacdo sérica e do
peso corporal

Inducédo da Doenga
Periodontal

Sacrificio + + + +

+ realizacdo do procedimento
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4.4 Inducéo do diabetes

Apo6s um periodo de 16 horas de jejum, exceto agua ad libitum, os
animais dos Grupos Il e 1V receberam, por via endovenosa (jugular), uma dose
Unica de estreptozotocina (STZ) dissolvida em tampdo citrato (0.01M; pH 4,5),
na concentracdo de 50-60mg/Kg do animal. Os animais dos grupos | e 1l
receberam também por via endovenosa solugdo salina (0.15m), com o intuito
de promover nestes animais uma inducdo ficticia do diabetes. A alimentacdo
foi restituida aos animais 1 hora apdés a administragdo da droga e da solucéo
salina. Apos 48 horas da comprovagdo do quadro diabético por meio de analise
da taxa glicémica (PEPATO et al., 1996), foi realizada a indugdo da doenca

periodontal.

4.5 Andlise de glicemia, célcio, fosforo e fosfatase alcalina

A analise dos niveis séricos de glicemia, calcio, fosforo e fosfatase
alcalina foram realizadas, em todos os grupos, por meio de coleta de sangue
apoés corte com tesoura a cerca de 2mm da extremidade distal da cauda de cada
animal.

As amostras de sangue foram coletadas em tubos tipo Eppendorf,
contendo heparina (Heparina Sddica — Roche, Sado Paulo, Brasil). Apos
centrifugacdo do sangue para obtencdo de plasma foi realizado o teste de
glicemia pelo metodo enziméatico da glicose-oxidase (AUTOANALYSER

TECHNCON RA-XT, Bayer).
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A determinacao dos niveis séricos de célcio e fosforo foram realizadas
por meio de uma reacdo de ponto final (FOSFORO e CALCIO Liquiform —
LABTEST).

A fosfatase alcalina do soro, em pH alcalino, hidrolisada libera p-
nitrofenol, que tem elevada absorbancia em 405nm, sendo diretamente
proporcional a atividade enzimatica da fosfatase alcalina na amostra

(FOSFATASE ALCALINA Liquiform — LABTEST).

4.6 Inducgédo da doencga periodontal

Os animais, dos grupos Il e IV, receberam anestesia geral para
posterior inducdo da doenca periodontal. A anestesia foi obtida com injecédo
intraperitoneal de 0,08mL/100g por peso corporal de Ketamina (Virbaxyl 2%,
Virbac do Brasil Ind. e Com. LTDA) e 0,04mL/100g por peso corporal de
cloridrato de xilazina (Francotar®, Virbac do Brasil Ind. e Com. LTDA).

Apo6s anestesia geral, os animais foram posicionados em mesa
operatoria apropriada, a qual permite a manutencdo da abertura bucal dos
ratos, facilitando o acesso aos dentes da regido posterior da mandibula.

A metodologia para inducdo de doenca periodontal por ligadura foi
descrita por Holzhausen et al. (2002). Com auxilio de uma pin¢a modificada e
de uma sonda exploradora, foi colocado um fio de algoddo nimero 24, marca
Corrente, ao redor dos primeiros molares inferiores bilateralmente de cada

animal.
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4.7 Anélise macroscépica

Apdbs cada periodo determinado, os animais foram sacrificados e a
mandibula de cada animal foi retirada, fixada em formol tamponado (pH 7.2)
durante 48h. Depois da fixacdo realizou-se a analise macroscopica das
mandibulas com o auxilio de uma lupa esteroscopica Zeiss com aumento de
20x. Foram observadas modificacdes baseadas em critérios como proposto por
Spolidorio (2003) de textura, presenca e ou auséncia de papila interdental e

contorno ou posic¢do da gengiva dos primeiros molares inferiores.

4.8 Analise do infiltrado inflamatério

Uma porcdo de tecido gengival ao redor dos primeiros molares, de
todos os animais, foi removida e utilizada para anélise por ELISA da presenca
de mieloperoxidase (MPQO), um marcador de infiltrado neutrofilico

(BRADLEY et al., 1982).

\ Atividade da mieloperoxidase (MPO)

As amostras do tecido gengival foram pesadas e adicionado 1 mL de
brometo de hexadeciltrimetilamoénia (HTAB, Sigma Chem. Co., EUA) para
cada 50 mg de tecido, seguido de homogeneizagdo (Heidolph Diax 900,
Alemanha). Os homogenatos foram aquecidos durante duas horas a 60° C em
banho maria e entdo centrifugados a 10.000g durante 5 minutos. ApoOs o
término da centrifugacdo, os sobrenadantes foram usados como fonte para

medida da atividade de MPO.
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\ Dosagem dos niveis de MPO

Cinquenta microlitros de homogenato foram adicionados a 200 pL de
tampdo fosfato de potéssio, pH 6.0 contendo 0,164 mg/mL de dihidrocloreto de o-
dianisidina (Sigma Chemical Co., EUA) e 0,0005% de &gua oxigenada (Merck,
Alemanha). A mudanca de absorbancia (OD) foi medida em leitor de ELISA
(Espectra max plus 384, EUA) a 460nm durante 20 minutos a intervalos de 20
segundos. Graficos mostrando a variagcdo de absorbancia em funcdo do tempo
foram obtidos, a partir dos quais foram calculados os valores de Vmax/seg. Do
grafico de OD (densidade optica ou absorbancia) em funcdo do tempo em
segundos, foi escolhido o intervalo de tempo no qual as medidas de OD
mostravam linearidade com o tempo (correspondendo ao valor de r’ mais préximo
de 1), obtendo assim o valor de Vmax/seg. Calculou-se a média das duplicatas e
esta foi dividida pela quantidade de tecido contido em cada poco da placa (a cada
10 uL de homogenato correspondem 0,5 mg de tecido). Considerando-se que 1
umol de H,O; corresponde a uma variacdo 0,0113 AU (unidades de absorbancia),
a atividade de MPO foi expressa em unidades de MPO e corrigida pela quantidade

de tecido (mg) adicionada ao ensaio segundo a formula:
MPO (U/mg) = Vmax/s x 60 /0,0113 /0,5

Uma unidade de atividade MPO é definida como aquela capaz de degradar

um micromol de H,O, por minuto (BRADLEY et al., 1982).
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4.9 Anédlise radiografica

Foram realizados exames radiograficos, das hemimandibulas esquerda de
todos os ratos, utilizando um sistema de imagem digital, (CDR-Computed Digital
Radiograph for Microsoft Windows, Sensy-A-Ray 3.11). Os sensores digitais
foram expostos com 70KVvp e 10mA com tempo de exposicdo de 0,2 segundo,
utilizando um aparelho Dabi Atlante. A distancia foco/filme foi padronizada em
aproximadamente 50cm. As radiografias digitais foram analisadas com a
utilizacdo do programa Sigma-Scan 2.0. Para cada radiografia foram realizadas 3
mensuragOes da medida linear (em pixel) da distancia da jun¢do cemento-esmalte
até a crista Ossea alveolar do lado mesial dos primeiros molares inferiores
esquerdos de cada rato. Essas mensuragfes foram realizadas por um Unico
examinador cego e calibrado, sendo que cada mensuragéo foi realizada com um
intervalo de uma semana em relacdo a outra de acordo com o estudo realizado por

Nassar et al., 2000.

4.10 Andlise estatistica

As medidas das imagens radiograficas obtidas foram analisadas pelos testes
ANOVA e TUKEY, como forma de se observar a significancia de 0,05% entre 0s

resultados.

As analises séricas de calcio, fésforo, fosfatase alcalina, glicemia e dos

niveis de MPO foram analisadas pelo teste t-Student a significancia de 0,05%.
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5 Resultado

5.1 Andlise dos parametros fisioldgicos e metabdlicos dos ratos

Com intuito de analisar a influéncia do estado diabético na doenca periodontal
induzida por ligadura em ratos, foram estudados alguns parametros fisiologicos e

metabolicos para conhecimento do padrdo comportamental desses animais.

5.1.1 Peso corporal

Levando em consideracdo o peso corporal dos animais no dia no qual foi
realizada a inducgéo do diabetes (dia -3 do cronograma de execugdo do experimento),
e no momento da confirmacdo do estado diabético (dia —1 ou dia da glicemia), os
animais apresentaram homogeneidade do peso corporal entre 0s grupos nos periodos
estudados. Tal fato mostra-se importante no pareamento do peso corporal dos ratos
para realizacdo da inducdo da doenca periodontal (dia 0). Os dados de peso corporal

podem ser vistos nas Tabelas Al e A2 (Anexo 2).

No dia do sacrificio, notou-se um aumento gradual do peso corporal nos
grupos | e Il em relacdo ao peso medido apds confirmacdo do estado diabético
(glicemia). Em relacdo aos grupos diabéticos (I e 1V), pode-se observar que nédo

houve alteracao significante do peso corporal durante os periodos experimentais 3, 7
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e 15 dias, mas apresentaram aumento na média do peso corporal aos 30 dias em

relacdo a todos os outros periodos estudados (Tabela 2)

Tabela 2- Peso corporal em gramas (média + DP) no dia do sacrificio dos grupos

estudados nos periodos experimentais

Periodos
Grupos
3 dias 7 dias 15 dias 30 dias
Grupo | 166+42* 240.1+20.3" 238.2+44.6% 346.3+32.9%"
Grupo Il 161+35.2°* 160.6+32.5% 164.4+38.1% 182+45.8"
Grupo 111 187+17.4% 201.5+36.2"" 249+32.8" 359+39. 7"
Grupo IV 153.3+27 157+25.4%% 158.7+24%¢ 240+100.2"™

& Médias seguidas de letras iguais, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste Anova (t-Student)
ao nivel de 5%

“Médias seguidas de simbolos iguais, nas colunas, ndo diferem entre si em cada periodo
correspondente, pelo teste Anova (t-Student) ao nivel de 5%

Baseado na comparagdo do peso corporal dos animais nas fases experimentais
de comprovacdo do estado diabético (glicemia) e no dia do sacrificio (Tabela 3),
tentando analisar a evolucdo da doenca, pode-se dizer que nos grupos ndo-diabéticos
(I e 111), independente da presenga da doenca periodontal, apresentaram ganho de
peso estatisticamente significante em todos os periodos (p<0,05), exceto 0 grupo

controle (1) no periodo experimental de 3 dias. Em relacdo aos grupos diabéticos (1l e
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IV), o grupo diabético com doenca periodontal (IV) apresentou ganho de peso
significante nos periodos experimentais 15 e 30 dias, enquanto o grupo diabético (1)
apresentou ganho significante do peso corporal apenas no periodo experimental de 30

dias.

Tabela 3 - Peso corporal (média + DP) no sacrificio dos grupos estudados nos
periodos experimentais em comparacdo com o peso no dia da confirmacéo

do estado diabético

Grupos )
Experimental 3 dias 7 dias 15 dias 30 dias

Glicemia 158+16.7 161.4+15.3*  157.3+21.7* 150.1+19.9*
Grupo |

Sacrificio 166+42 240.1+20.3 238.2444.6 346.3+£32.9

Glicemia 148+27.1 153.2+12.9 147.1+£22.3 136.1+9.4*
Grupo 11

Sacrificio 161+35.2 160.6+£32.5 164.4+38.1 182+45.8

Glicemia 163.1+11.5*  164.8+14.7* 173+£23* 153.1+14.5*
Grupo 11

Sacrificio 187+17.4 201.5+36.2 249+32.8 359+39.7

Glicemia 150.4+16.9 149.2+10.3 148.5+6.3*  143.3+21.8*
Grupo IV

Sacrificio 153.3+27 157425.4 158.7+24 240£100.2

*Diferenga estatisticamente significante em relagdo as fases experimentais dentro de cada grupo, em

cada periodo correspondente, pelo teste Anova (t-Student) ao nivel de 5%

Glicemia — Peso corporal no dia da confirmagéo do estado diabético

Sacrificio — Peso corporal no dia do Sacrificio
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5.1.2 Glicemia

Todos os animais foram analisados quanto a taxa glicémica no dia da
confirmacdo do estado diabético (glicemia) e no dia do sacrificio em todos os
periodos estudados, mesmo nos ratos dos grupos controle (I e 1ll), os quais

sofreram uma simulacdo da técnica de inducdo do diabetes.

Considerando-se diabéticos os animais com taxa glicémica acima de
280mg/dL, pode-se dizer, quanto a glicemia, que nos animais dos grupos
diabéticos independente de apresentarem doenca periodontal induzida, houve uma
perpetuacdo desta condicdo sistémica por todo periodo experimental independente

do tempo de estudo (Tabela 4).
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Tabela 4 - Valores de glicemia em mg/dL (média + DP) no dia de confirmacgéo do
estado diabético e no dia do sacrificio dos grupos Il e IV nos periodos

experimentais

Fase Periodos
Grupos .
Experimental 3 dias 7 dias 15 dias 30 dias

Glicemia 528.1+110.7 676.1+198.5*  514.9+55.2*  520.8+75.7*
Grupo Il

Sacrificio 605.9+171.6 327.1+95 673+86.6 1166+332.5

Glicemia 536.1+102.6  610.8+111.8*  503.2+82.9*  524.1+80.58*
Grupo IV

Sacrificio 468.7+164.4 321.7£1125 640.25+102 923.6+285.2

* Diferenca estatisticamente significante em relacdo as fases experimentais (glicemia e sacrificio)
em cada grupo e periodo correspondente, pelo teste Anova (t-Student) ao nivel de 5%

Glicemia — Glicemia no dia da confirmac&o do estado diabético

Sacrificio — Glicemia no dia do Sacrificio

A fins de conhecimento, os resultados dos niveis glicémicos dos animais nao-

diabéticos podem ser observados na tabela A3 (anexo 3).
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5.1.3 Célcio

Em todos periodos e fases experimentais ndo houve diferenca estatisticamente
significante na concentracdo de calcio serico entre os grupos estudados (p<0.05). Tais

resultados podem ser observados na Tabela 5

Tabela 5 - Concentracdo sérica de calcio em mg/dL (média + DP) nos periodos e

fases experimentais estudados

Fase Periodos
Grupos )
Experimental 3 dias 7 dias 15 dias 30 dias
Glicemia 9.2+0.6 9.1+9.4 9.1+0.7 8.1+0.9
Grupo |
Sacrificio 9.0+1.3 8.3+0.8 8.7+0.7 9.5+0.3
Glicemia 9.3+1.9 8.8+0.7 9.5+0.4 8.2+0.5
Grupo Il
Sacrificio 9.1+0.9 8.5+0.7 8.8+0.6 9.1+0.7
Glicemia 9.1+0.6 9.0+0.6 9.6+0.5 8.510.7
Grupo 111
Sacrificio 9.1+0.3 8.4+0.6 8.9+0.9 8.9+0.6
Glicemia 9.0+0.9 8.6+0.9 10+0.6 8.810.6
Grupo IV
Sacrificio 9.2+1.6 8.8+1.1 9.0+1.2 9.2+0.6

Glicemia — Nivel sérico de calcio no dia da confirmacao do estado diabético

Sacrificio — Nivel sérico de célcio no dia do Sacrificio
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Em todos periodos e fases experimentais ndo houve diferenca estatisticamente

significante na concentracdo de fosforo sérico entre os grupos estudados (p<0.05).

Esses resultados podem ser observados na Tabela 6.

Tabela 6 - Concentracdo sérica de fosforo em mg/dL (média + DP) nos periodos e

fases experimentais estudados

Fase Periodos
Grupos )
Experimental 3 dias 7 dias 15 dias 30 dias
Glicemia 8.7£1.3 7.8+0.7 7.440.4 7.740.8
Grupo |
Sacrificio 7.5+0.8 8.3+0.5 7.3+0.8 7.3+0.6
Glicemia 7.5£1.7 7.1£0.6 6.7£0.2 6.9+0.3
Grupo Il
Sacrificio 7.5+1.1 7.6£1.3 6.9+1.1 7.3£2.9
Glicemia 8.1+1.4 6.9+1.1 7.4+0.5 7.3+0.4
Grupo 111
Sacrificio 7.9+0.1 7.7+0.9 7.61£1.4 7.6+0.8
Glicemia 7.7+1.4 6.6+0.6 6.8+1.0 7.240.5
Grupo IV
Sacrificio 7.440.8 7.1+0.9 7.4+1.1 7.7£0.9

Glicemia — Nivel sérico de fosforo no dia da confirmag&o do estado diabético

Sacrificio — Nivel sérico de fésforo no dia do Sacrificio
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5.1.5 Fosfatase Alcalina

Em relacdo a concentracdo sérica de fosfatase alcalina, os grupos de ratos
diabéticos (Il e V) apresentaram aumento na concentracdo estatisticamente
significante quando comparados aos grupos ndo-diabéticos em todos periodos e fases
experimentais (p<0,05). Na fase experimental glicemia (Figura 1), nos periodos
tardios de 15 e 30 dias, o grupo diabético com doenca periodontal (I\V) apresentou
aumento na concentracdo sérica de fosfatase alcalina estatisticamente significante
(p<0,05) comparado com os demais grupos, enquanto que na fase do sacrificio, esta
diferenca foi observada somente aos 30 dias (Figura 2). Os dados podem ser

observados na Tabela A4 (Anexo 4).
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de ALP no dia da Glicemia

ao sérica

Concentrag

Gl ALP

BGI ALP
OGlIIl ALP
BEGIV ALP

(p/N) ©21I8S 41V

Periodo (dias)

Figura 1 - Concentracdo sérica de fosfatase alcalina (ALP) na fase experimental glicemia.

Concentracao séricade ALP no dia do Sacrificio

BGI ALP

AaGll ALP
OGII ALP
BGIV ALP

*k

e

1600
1400
1200

(p/N) B2LYS 41V

30

15

Periodos (dias)

Figura 2 - Concentracdo serica de fosfatase alcalina (ALP) na fase experimental do sacrificio.
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5.2 Aspectos macroscopicos da gengiva

Levando em consideracdo as alteracbes observadas na gengiva, com
auxilio de lupa esteroscopica, pode-se dizer que macroscopicamente, ndo houve
diferenca entre os grupos ndo-diabéticos (1) e diabéticos (1) em todos os periodos
experimentais, entretanto, observou-se modificacbes de textura, presenca e ou
auséncia de papila interproximal e contorno ou posi¢do da gengiva entre 0s grupos
com doenca periodontal (I11 e 1V) e sem doenca periodontal (I e Il). Deve-se
salientar que todas as ligaduras permaneceram até o final de cada periodo

experimental.

As gengivas dos primeiros molares inferiores, nas regides vestibular,
lingual e interproximal dos animais dos grupos | e Il (sem ligadura) tinham
aspectos clinicos semelhantes (Figuras 3 e 4). A gengiva contornava a porcao
cervical dos dentes, terminando em forma afilada como borda de faca, com
papilas interdentais nitidas assumindo formas triangulares. Ja nos grupos Il e IV
(com ligadura) as gengivas da regido dos primeiros molares inferiores,
apresentavam-se flacida, com migracdo apical da margem gengival e auséncia de
papilas interdentais, caracterizando um aspecto inflamatorio, tanto na face
vestibular como na face lingual (Figuras 5 e 6). Essas caracteristicas observadas
nos grupos Il e IV mostraram-se acentuadas nos periodos experimentais de 15 e

30 dias (Figuras 12 e 14).
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Figura 3: Aspecto macroscopico de Figura 4: Aspecto macroscopico de

hemimandibula de rato néo-diabético hemimandibula de rato diabético sem
sem doenca periodontal — Grupo . doenca periodontal — Grupo II.

Figura 5: Aspecto macroscopico de Figura 6: Aspecto macroscépico de
hemimandibula de rato néo-diabético hemimandibula de rato diabético com

com doenca periodontal — Grupo I11. doenga periodontal — Grupo V.
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-
Figura 7: Aspecto macroscopico de
hemimandibula de rato

periodontal (3 dias).

‘k

Figura 8: Aspecto macroscopico de
sem doenca hemimandibula de rato com doenca

periodontal (3 dias).

-
Figura 9: Aspecto macroscépico de Figura 10:
hemimandibula de rato sem

periodontal (7 dias).

Aspecto  macroscépico de
doenca hemimandibula de rato com doenca

periodontal (7 dias).
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Figura 11: Aspecto macroscopico de Figura 12: Aspecto macroscopico de
hemimandibula de rato sem doenca hemimandibula de rato com doenca
periodontal (15 dias). periodontal (15 dias).

Figura 13: Aspecto macroscdpico de Figura 14: Aspecto macroscopico de
hemimandibula de rato sem doenca hemimandibula de rato com doenca
periodontal (30 dias). periodontal (30 dias).
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5.3 Niveis gengivais de MPO

A quantidade de MPO (mieloperoxidase) liberada nos tecidos gengivais
nos diferentes grupos durante os periodos experimentais, pode ser observada na
Tabela 8. Segundo os resultados obtidos pode-se dizer que os grupos com doenca
periodontal induzida (IIl e IV) apresentaram aumento nos niveis de MPO
estatisticamente significante (p<0,05) se comparados com o0s demais em todos 0s
periodos experimentais de evolucdo da doenca periodontal. O grupo Il (diabético)
apresentou menor nivel de MPO liberado no tecido gengival em relacdo aos

outros grupos.

Em relacdo aos periodos experimentais analisados pode-se dizer que houve
um aumento acentuado estatisticamente significante dos niveis de MPO liberados
nos periodos experimentais de 7 e 30 dias em todos os grupos analisados, como

pode ser observado na Tabela 8.



56

Tabela 8 - Atividade de MPO em U/mg no tecido gengival (média + DP) dos

grupos estudados nos periodos experimentais

MPO
Grupos 3 dias 7 dias 15 dias 30 dias
I 100+13.4 3¢ 1295+370.6 °¢ 128.9+90.9 ¢ 857.5+148.3 ¢*
1 44.4+43.7°P 1704.344551.7 f¢ 120.4+101 9 1258.3+460 "+
1 419.8+172.9'* 3518.1+1365.4 17 1645.4+764.7 <© 2401.7+705.6 'Y
v 541.4+184.2 ™® 3704.2+1271.8 ™" 234.2+4177.4 °% 2519.9+1378.7P*

 Médias + desvio padro seguidas de letras diferentes, nas linhas, diferem entre si pelo teste
Anova (t-Student) ao nivel de 5%

“Médias seguidas de simbolos iguais, nas colunas, ndo diferem entre si em cada periodo
correspondente, pelo teste Anova (t-Student) ao nivel de 5%
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5.4 Avaliagéo radiogréafica

Para realizacdo da andlise radiografica considerou-se como perda 0ssea
alveolar a distancia medida em pixels, da jungdo cemento-esmalte (JCE) a crista

6ssea alveolar das regides mesiais dos primeiros molares inferiores.

No dia da inducdo da doenca periodontal (dia 0) observou-se
radiograficamente uma distancia média da jungdo cemento-esmalte a crista 0ssea

alveolar de 13 pixels.

Analisando os resultados na Tabela 9, pode-se dizer que nas radiografias
das hemimandibulas dos grupos Il e IV foram observadas perdas 6sseas maiores
quando comparadas aos grupos | e Ill. Entretanto, apenas o grupo diabético com
doenca periodontal induzida, apresentou maior perda Ossea estatisticamente

significante quando comparada aos demais grupos.

Em relagdo aos grupos com doenca periodontal induzida (grupos Il e 1V),
0 grupo diabético (Grupo 1V) apresentou perda dssea estatisticamente significante

em relagdo ao grupo que ndo sofreu inducédo de diabetes (Grupo III).

Nos periodos experimentais tardios (15 e 30 dias) péde-se observar no
grupo 1V maior perda 6ssea, com a crista 6ssea alveolar apresentando reabsorvida,
proxima ao 0sso basal da mandibula e com envolvimento da area de furca. No
grupo Il (diabético), radiograficamente, houve apenas uma maior variagdo na
altura da crista O0ssea alveolar em relacdo ao grupo controle (grupo 1). Tais

caracteristicas podem ser observadas radiograficamente, nas Figuras de 15 a 30.
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Tabela 9 - Distancia em pixels (média + DP) da JCE a crista 6ssea dos grupos

estudados nos periodos experimentais

Distancia em pixels

Grupos 3 dias 7 dias 15 dias 30 dias
| 13.85:3.9%¢ 19.4:6.9°¢ 21.85+3.7°° 25.28+3.2 "7
I 15.43+4.4 ¢ 20.5+11.59° 28.67+1.6 °° 30.2843.9°"
" 19.6241.6 " 24.44969° 27.2+4.69" 29.14+4.1 91
1% 23.37+2.6 "% 26.4+11.5'° 37.7425'¢ 40421 "

# Médias + desvio padrédo seguidas de letras diferentes, nas linhas, diferem entre si pelo teste

Anova (Tukey) ao nivel de 5%

“Meédias seguidas de simbolos iguais, nas colunas, ndo diferem entre si em cada periodo
correspondente, pelo teste Anova (Tukey) ao nivel de 5%
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-

Figura 15: Grupo | (3 dias) — imagem Figura 16: Grupo Il (3 dias) - imagem
radiografica mostra crista dssea alveolar radiografica mostra crista Ossea alveolar
préxima a juncdo cemento-esmalte na mesial préxima a jungdo cemento-esmalte na
do primeiro molar inferior esquerdo. mesial do primeiro molar inferior esquerdo.
Figura 17: Grupo Il (3 dias) — imagem Figura 18: Grupo IV (3 dias) - imagem
radiografica mostra reabsorcdo 6ssea radiografica mostra reabsorgdo 0Ossea
alveolar na mesial do primeiro molar alveolar na mesial do primeiro molar

inferior esquerdo. inferior esquerdo.



Figura 19: Grupo | (7 dias) - imagem
radiografica mostra crista 6ssea alveolar
préxima a juncdo cemento-esmalte.

-

Figura 21: Grupo Il (7 dias) — imagem
radiogréfica mostra reabsorcdo Gssea
alveolar com o primeiro molar inferior
esquerdo apresentando lesdo na regido de
furca.
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Figura 20: Grupo Il (7 dias) — imagem
radiogréfica mostra reabsorcdo da crista
Ossea alveolar mesial do primeiro molar
inferior esquerdo.

Figura 22: Grupo IV (7 dias) — imagem
radiografica mostra reabsorcdo dssea
alveolar com o primeiro molar inferior
esquerdo apresentando lesdo na regido de
furca.
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Figura 23: Grupo | (15 dias) - imagem Figura 24: Grupo Il (15 dias) - imagem
radiografica mostra crista 6ssea alveolar radiografica mostra crista 6ssea alveolar
préxima a juncdo cemento-esmalte. préxima a juncdo cemento-esmalte.

Figura 25: Grupo Il (15 dias) - imagem Figura 26: Grupo IV (15 dias) - imagem
radiografica mostra reabsorgdo  Gssea radiografica mostra reabsorcdo Ossea
alveolar com o primeiro molar inferior alveolar com o primeiro molar inferior
esquerdo. esquerdo apresentando lesdo na regido de

furca.
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Figura 27: Grupo | (30 dias) — imagem
radiografica mostra reabsor¢do da crista
0ssea alveolar na mesial do primeiro molar
inferior esquerdo.

Figura 28: Grupo Il (30 dias) - imagem
radiografica mostra reabsorcdo dssea
alveolar com o primeiro molar inferior
esquerdo apresentando lesdo na regido de
furca.

Figura 29: Grupo Il (30 dias) - imagem
radiografica mostra reabsorcdo dssea
alveolar com o primeiro molar inferior
esquerdo apresentando lesdo na regido de
furca.

Figura 30: Grupo IV (30 dias) - imagem
radiografica mostra reabsorcdo dssea
alveolar com o primeiro molar inferior
esquerdo apresentando lesdo na regido de
furca.



Discussao




6 Discussao

A analise da literatura disponivel, demonstra uma preocupacao
constante dos pesquisadores em ampliar 0os conhecimentos a respeito do estudo da
patogénese da doenca periodontal e do diabetes. Muitos estudos epidemioldgicos
tem demonstrado uma correlacdo positiva entre diabetes, prevaléncia e severidade
da doenca periodontal (GROSSI et al., 1994; GROSSI et al., 2001; BENATTI et
al., 2003; HOLZHAUSEN et al., 2004). A alta susceptibilidade do diabetes a
infeccdes pode estar relacionada aos mecanismos de defesa deste tipo de
hospedeiro, que é reconhecidamente deficiente.

Alguns autores (NISHIMURA et al., 1998; SALVI et al., 1998;
LALLA et al., 2000) acreditam que no diabetes além do defeito na funcdo e
quimiotaxia dos leucocitos (PMNs) e da alteracdo de sintese e metabolismo do
colageno, a destruicdo periodontal pode ser explicada como resultado indireto do
estado hiperglicémico (LALLA et al., 2000), que pode afetar a resisténcia do
hospedeiro frente ao biofilme.

Com relacéo ao desenho experimental, a utilizacdo de ratos foi baseada
no fato de serem animais de facil manipulacdo, custo acessivel, alem de
apresentarem estrutura e organizacdo dos tecidos periodontais dos molares

semelhantes aos humanos (PAGE e SCHROEDER, 1982).
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No presente estudo, o modelo de doenca periodontal induzida
desenvolvido por meio da técnica de colocagdo de ligadura ao redor do dente foi
utilizado devido a facilidade de realizacdo, padronizacdo da técnica e maior
confiabilidade no desenvolvimento da doenca periodontal (JOHNSON, 1975;
NASSAR et al., 2003; NASSAR et al., 2004). Este modelo de inducdo de doenca
periodontal € caracterizado por um acumulo progressivo de biofilme bacteriano na
ligadura e conseqliente aumento do infiltrado inflamatdrio, ocasionando assim,
destruicdo dos tecidos periodontais (tecido conjuntivo e 0sseo).

Para a inducdo do diabetes foi utilizado a droga estreptozotocina.
Antibiotico este, capaz de promover destruicdo seletiva das células p do pancreas
e consequente diminuicdo da secre¢cdo de insulina, ocasionando assim, um
acumulo de glicose no sangue (MURATA et al., 1999; PEPATO et al., 1999;
PEPATO et al., 2002). Fato este que justifica a metodologia empregada.

Considerando estado diabético quando o nivel glicémico esta acima de
280mg/dL (PEPATO et al., 1993; PEPATO et al., 1996), nos grupos diabéticos (Il
e IV) do presente estudo, os resultados glicémicos apresentaram concordancia
com esta técnica de inducédo de diabetes (Tabela 4).

O modelo experimental de doenca periodontal associado ao diabetes
tem sido foco de estudos em animais com intuito de elucidar o efeito do diabetes
sobre o periodonto (DOXEY et al., 1998; LALLA et al., 2000). Tal fato, justifica

0 interesse do presente estudo em conhecer alguns parametros fisiologicos e
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metabolicos e seus padrdes comportamentais em ratos diabéticos com doenca
periodontal induzida.

Levando em consideracdo os resultados metabdlicos, pode-se dizer
quanto aos parametros peso corporal e glicemia, que o experimento da inducédo de
doenca periodontal foi iniciado com adequado pareamento dos animais em todos
0s grupos e periodos (Tabelas 3 e 4). Desta maneira, os grupos Il e IV
encontraram-se com um quadro diabético semelhante e um nivel glicémico
considerado de diabetes severo. Além disso, pode-se dizer que todos os ratos com
diabetes induzido mantiveram esta condicdo até o final do experimento,
independente do grupo ou periodo analisado.

Segundo alguns autores (HOUGH et al., 1981; LASSILA e
VIRTANEN, 1989) um dos efeitos do diabetes induzido por estreptozotocina é a
perda de peso corporal. Fato este que possivelmente pode explicar ganho de peso
corporal ndo significante dos grupos diabéticos (Il e 1V) nos periodos
experimentais de 3, 7, e 15 dias, independente da presenca da doencga periodontal
(Tabela 3). Os resultados do presente estudo concordam com os resultados obtidos
no estudo de Mishima et al. (2002) no qual ao comparar 0s pesos corporais entre
0s grupos de ratos diabéticos e ndo-diabéticos, em um periodo experimental de 24
dias, observaram uma perda de peso nos animais diabéticos enquanto nos ndo-
diabéticos, houve um ganho de peso.

Outro fator que possivelmente pode ter afetado o peso corporal dos

animais diabéticos foi a hiperglicemia, a qual apresentou-se elevada durante o
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experimento (Tabela 4), sendo considerada acima de 280mgdL diabetes severo.
Evidéncias suportam a idéia de que a hiperglicemia é um dos possiveis fatores
responsaveis pelo desencadeamento das complicacdes diabéticas, como perda de
peso (LALLA et al., 2000).

Muitos distarbios endocrinolégicos como, por exemplo, o diabetes
apresentam como determinantes bioquimicos de alteracGes metabolicas e 0sseas, a
analise sérica de célcio, fosforo e atividade da fosfatase alcalina (LASSILA e
VIRTANEN, 1989). Além disso, tais ions (calcio e fdsforo) apresentam-se
associados ao metabolismo &sseo, participando do processo de mineralizagédo
(ARANA e KATCHBURIAN, 1999).

Os resultados do presente trabalho mostraram niveis séricos de célcio
similares entre os grupos estudados em todos os periodos (Tabela 5), e estdo de
acordo com os estudos de Lassila & Virtanen (1989), que em suas investigacdes
bioquimicas, observaram que o0s valores séricos de célcio entre 0s grupos
diabéticos e ndo-diabéticos estudados, eram semelhantes. Entretanto, diferem dos
achados de Hough et al. (1981) e, Pepato et al. (2002) que relataram que ratos
diabéticos induzidos por estreptozotocina exibem hipercalcemia, hiperfosfatemia,
hipercalcidria e fosfaturia.

Acredita-se que em situagdes fisioldgicas normais, a formacédo 6ssea e
a progressdo de reabsorcdo estdo em equilibrio, reguladas de modo que, a
reabsorcdo 6ssea pelos osteoclastos precedem uma nova formagdo éssea por

osteoblastos (CUETO-MANZANO et al., 1999). A presenca do diabetes,
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entretanto, induz a um desequilibrio neste dindmico ciclo de remodelacéo, com a
reabsorcdo excedendo a formacao 0ssea.

A similaridade de resultado entre os grupos e periodos também foi
observada em relacdo aos niveis sericos de fésforo observados (Tabela 6), os
quais apresentaram-se semelhantes independente da presenca do diabetes, da
presenca de doenca periodontal ou até mesmo do tempo de evolugdo da mesma.
Dessa forma, tais resultados podem ser hipoteticamente explicados por aumento
da excrecdo urinaria de céalcio e fosforo geralmente encontrada nos animais
diabéticos, apesar de ndo ter sido realizado esta analise no presente estudo. Um
possivel comprometimento do figado pode também participar do processo, uma
vez que em condicgBes fisioldgicas, este mineral é excretado por este 6rgdo que
apresenta suas fungdes metabdlicas alteradas pelo diabetes (LALLA et al., 2000).

A fosfatase alcalina (ALP) é caracterizada como um marcador de
fendtipos de osteoblastos, contribuindo assim para formagao 6ssea no processo de
remodelacdo, sendo excretada na fase de maturagdo dos osteoblastos (Wong et al,
1990). Como no diabetes o “turn-over” 6sseo estd desequilibrado, ocorre maior
reabsorcdo Ossea. Pode-se dizer que o estimulo para migracdo osteoblastica
continua, sugerindo a elevada taxa de ALP sérica expressa nesses animais
diabéticos com doenca periodontal induzida (OWEN et al., 1990). Além disso,
pelo fato de apresentar menor formacdo Ossea, esses animais poderdo ter sua

mineralizagdo comprometida.
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A atividade sérica de ALP encontrada neste estudo (Figuras 1 e 2) é
condizente com achados da literatura como no estudo de Gonzalez & Fevery
(1992), no qual os autores afirmam ocorrer uma elevacao sérica da enzima (ALP)
em ratas com 2 semanas de diabetes. Nos estudos de Koyama et al. (1998), o
aumento serico de ALP também foi observado em ratos diabéticos, induzido tanto
pela estreptozotocina como por aloxana.

Apesar do sucesso da inducdo de doenca periodontal por ligadura, este
modelo experimental ainda é questionado. Nyman et al. (1979), sugerem que a
colocacdo de ligadura leva invariavelmente a uma injuria traumatica e, que apenas
secundariamente, atua como fator retentivo de biofilme bacteriano. Tal fato pode
explicar que nos resultados macroscépicos do presente estudo, no periodo de 3
dias observava-se alteracdo tecidual caracterizada por afastamento da gengiva
marginal do dente, mesmo sem haver perda Ossea expressiva no exame
radiografico (Figura 8). Esses resultados podem ser confirmados por outros
autores (SALLAY et al., 1982), que avaliando a destruicdo periodontal decorrente
da colocacdo de ligadura juntamente com a administracdo de antibiGticos e
clorexidina para o controle do biofilme bacteriano, observaram inibicdo da perda
0ssea alveolar, demonstrando o carater infeccioso da periodontite experimental.

Além disso, segundo os resultados macroscopicos do presente estudo,
a colocacdo da ligadura ao redor do dente do animal provocou alteracdes
significantes nas caracteristicas macroscopicas da gengiva, independente do

estado diabético (Figuras 5 e 6). Os achados do presente estudo concordam com o
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estudo de Holzhausen et al. (2002), no qual os autores afirmaram que no
desenvolvimento da doenca periodontal inflamatoria induzida, o acumulo de
biofilme nas superficies dentais proximas a gengiva, € a causa direta da
inflamacdo periodontal. Entretanto, no presente estudo, o acimulo de biofilme
bacteriano ndo foi avaliado quantitativa e nem qualitativamente.

Autores como Holzhausen et al. (2005) utilizaram a medicdo da
atividade de mieloperoxidase (MPO) como parametro inflamatério da migracao de
granulécitos nos tecidos. No presente estudo pode-se observar um pico de
elevacdo de atividade de mieloperoxidase aos 7 dias apos colocagdo da ligadura
nos grupos com doenca periodontal induzida (111 e 1V), independente da presenca
do diabetes (Tabela 8). Este fato pode ser explicado devido aos neutrofilos
constituirem as células representativas da primeira linha de defesa do organismo
frente a estimulos inflamatorios. Quando os neutrofilos migram para os sitios
inflamados, séo liberados componentes celulares e enzimas que atuam nos tecidos
adjacentes sobre outras células e microrganismos na tentativa de controlar a
inflamacdo (BRADLEY et al., 1982). A mieloperoxidase (MPO) é uma dessas
enzimas liberadas principalmente pelos neutr6filos que tem demonstrado
propriedades antimicrobianas e citotdxicas, bem como habilidade de inativar
fatores quimiotaticos que podem limitar a migracdo de neutréfilos (KLEBANOFF,
1968). Este fato pode explicar a diminui¢do da quantidade de neutréfilos ap6s os
periodos iniciais da inflamacdo e conseqiiente migracdo de outras células de

defesa como mondcitos e macrofagos (BRADLEY et al., 1982).



70

Nos periodos tardios (15 e 30 dias), os niveis teciduais de MPO
apresentaram um aumento progressivo que pode ser explicado pela crescente
migracdo de mondcitos e macréfagos, que apresentam consideravel atividade de
peroxidases (BRADLEY et al., 1982). Entretanto, no grupo diabético com doenca
periodontal induzida (IV), observa-se menor expressdo de MPO, provavelmente
pelo fato de apresentar comprometimento da resposta imune (Tabela 8).

Além da atuacdo das peroxidases, o infiltrado neutrofilico pode
desencadear a liberacdo de numerosos mediadores inflamatérios incluindo
citocinas e prostaglandinas que além de perpetuarem a inflamagdo, promovem um
desequilibrio no metabolismo 0sseo, estimulando a liberacdo de osteoclastos,
(DENNISON e VAN DYKE, 1997) o que pode justificar a presenca de reabsorc¢ao
Ossea, vista radiograficamente, nos grupos com periodontite induzida (111 e 1V)
(Tabela 8).

O desenvolvimento da periodontite experimental foi confirmada pela
presenca de perda Ossea, vista radiograficamente no grupo com doenca
periodontal induzida (I11) (Tabela 9). Nossos resultados podem ser confirmados
pelos estudos de outros autores (NASSAR et al., 2003, NASSAR et al., 2004) que
observaram perda 6ssea alveolar nos grupos com doenca periodontal induzida,
sendo maior aos 30 dias.

A anélise radiogréafica demonstrou perda 6ssea semelhante entre os
grupos diabético sem doenca periodontal (II) e ndo-diabético com doenga

periodontal (111) em todos os periodos estudados (Tabela 9). Tal resultado pode
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ser explicado devido a prépria inducao do diabetes que alem de causar alteracdes
Osseas, pode promover uma reduc¢do no numero de osteoclastos (HOUGH et al.,
1981, GOODMAN e HORI, 1984, MISHIMA et al., 2002), o que pode sugerir um
comprometimento do metabolismo 0sseo, reduzindo ou até impedindo uma neo-
formacéo ossea.

Mishima et al. (2002), observaram histomorfometricamente que a
inducdo do diabetes por estreptozotocina leva a uma reducdo nos niveis de
formacdo Ossea, sugerindo redugcdo do metabolismo 0Osseo. Os autores ainda
relataram que apds tratamento com insulina, os ratos diabéticos apresentaram
normalizacdo das medic¢des do “turn-over” do osso alveolar.

O conhecimento e entendimento da resposta do hospedeiro no processo
inflamatorio da doenca periodontal se mostram importante, tanto nos processos
bioldgicos béasicos, quanto na aplicabilidade clinica, aprimorando o diagndstico,
fatores desencadeantes e/ou agravantes e possiveis opcdes de tratamento das
doencas periodontais inflamatérias. No entanto, é estabelecido que nem todo
acumulo de biofilme leva ao desenvolvimento e progressao da doenga periodontal,
pois é conhecido cientificamente, que outros fatores apresentam um importante
papel na maior susceptibilidade de alguns individuos a doenca periodontal.
(WILSON e KORNMAN, 2001). Fato este que pode justificar a perda 6ssea no
grupo de ratos diabéticos com doenca periodontal (IV), grupo que pode ser

observado radiograficamente no presente estudo (Figuras 22, 26, 30).
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Em um estudo com ratos de 5 semanas de vida Klausen (1991)
mostrou que esses animais apresentam todos os molares erupcionados. No
entanto, esses dentes sofrem, com a idade, uma erupcdo passiva e continua
remodelacdo do osso alveolar. Desse modo, a distancia entre a juncdo cemento-
esmalte (J.C.E.) e a crista dssea alveolar pode apresentar um aumento fisioldgico
dependente da idade. Tal fato pode justificar a presenca de perda 0ssea observada
radiograficamente no grupo controle (1), visto que os animais utilizados no
presente estudo possuiam tempo de vida semelhante (Figuras 15, 19, 23 e 27).

Dessa forma, a severidade da destruicdo tecidual observada
macroscopica e radiograficamente nos periodos tardios do grupo diabético com
doenca periodontal induzida (IV) pode ser causada pela exacerbacdo da resposta
do hospedeiro com metabolismo 6sseo comprometido, no caso o estado diabético,

frente ao continuo estimulo infeccioso (Figuras 22, 26 e 30).
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Conclusao

Baseado nos resultados obtidos e dentro das condicdes experimentais
deste trabalho, pode-se concluir que:

1- A doenca periodontal ndo exerceu influéncia sobre estado
hiperglicemico dos animais diabéticos;

2- Dentre os marcadores bioquimicos analisados (célcio, fosforo e
ALP), somente a fosfatase alcalina (ALP), apresentou niveis elevados nos grupos
diabéticos;

3- Macroscopicamente, a periodontite experimental provocou
modificacdes tempo-dependente no tecido gengival;

4- A atividade enzimatica de mieloperoxidase (MPQO) mostrou-se
comprometida nos ratos diabéticos;

5- A perda oOssea alveolar, observada radiograficamente, mostrou-se
elevada nos grupos com doenca periodontal induzida, apresentando-se maior no

grupo diabético.
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ANEXO 2
Peso corporal

Tabela Al - Peso corporal no dia da Indugcdo do diabetes (dia—3) dos grupos

estudados nos periodos experimentais (média + DP)

Periodos
Grupos 3 dias 7 dias 15 dias 30 dias
I 132+13.1° 136+12.2° 127.3+19.7% 133+18.2°
I 137.1+19.3° 143+14.6° 139+11.3° 130+16.9°
i 135+8.1 ¢ 140+13.8 ¢ 143.3+16.9 ° 131414 °
v 136+13.2 ¢ 144+10.2 ¢ 137.142.8 ¢ 135+14.9 ¢

& Médias seguidas de letras iguais, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste Anova (t-Student) ao
nivel de 5%

*Diferenga estatisticamente significante em relacdo aos grupos em cada periodo correspondente,
pelo teste Anova (t-Student) ao nivel de 5%

Tabela A2 - Peso corporal no dia de confirmagdo do estado diabético (dia-1) dos

grupos estudados nos periodos experimentais (média + DP)

Periodos
Grupos 3 dias 7 dias 15 dias 30 dias
| 158+16.7 161.4+15.3 2 157.3+21.7 150.1419.9°
I 148+27.1° 153.2+12.9° 147.1422.3"° 136.1+9.4°
" 163.1+11.5° 164.8+14.7 ¢ 173+23°¢ 153.1+14.5
v 150.4+16.9 ° 149.2+10.3 ° 148.5+6.3 ¢ 143.3+21.8 ¢

& Médias seguidas de letras iguais, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste Anova (t-Student) ao
nivel de 5%

*Diferenca estatisticamente significante em relacdo aos grupos em cada periodo correspondente,
pelo teste Anova (t-Student) ao nivel de 5%
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Niveis glicémicos dos animais ndo-diabéticos
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Tabela A3 - Valores de glicemia (média + DP) no dia de confirmacdo do estado
diabético e no dia do sacrificio dos grupos ndo diabéticos (I e 111) nos

periodos experimentais

Fase
Grupos .
Experimental 3 dias 30 dias

Glicemia 165+12.7* 158+13.4
Grupo |

Sacrificio 138.3+14.8 155.4£17.5

Glicemia 160.7+7.3* 162.1+19.6
Grupo Il

Sacrificio 139+15.3 149+21.9

*Diferenca estatisticamente significante em relagéo as fases experimentais (glicemia e sacrificio) em

cada grupo e periodo correspondente, pelo teste Anova (t-Student) ao nivel de 5%

Glicemia — Glicemia no dia da confirmacéo do estado diabético

Sacrificio — Glicemia no dia do Sacrificio
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ANEXO 4
Concentragéo sérica de ALP nos periodos e fases estudados

Na Tabela A4 pode-se observar que durante o experimento independente do

periodo estudado, a concentracdo sérica de fosfatase alcalina oscilou

consideravelmente, mas ndo seguiu um padréo definido.

Tabela A4 - Concentrago sérica de fosfatase alcalina em U/dL (médiatDP) nos

periodos e fases experimentais estudados

Grupos )
Experimental 3 dias 7 dias 15 dias 30 dias

Glicemia 418.3+322.5 313.4+103 351.54+83.3 303.9+46.1
Grupo |

Sacrificio 237.7£39.5 268.1+60.3 236.4458.7 427.44332.9

Glicemia 557.7+190.6 490+162.5 556.5+87.8 465.4+157
Grupo Il

Sacrificio 844.6+524.5 779.9+518.6  410.5+213.5 818+495

Glicemia 468+381.7 278.4+89.2 273.9£16.4 300.6+84.6
Grupo 111

Sacrificio 226.6+37.1 238.8+43.6 155.5+19.6 359.7£232.4

Glicemia 667.4+423.3 450.1+128.2 849.2+345.7 598.7+216.6
Grupo IV

Sacrificio 647.2+270.8 546.5+148.1 641+115 1414.9+1409.1

Glicemia — Nivel sérico de fosfatase alcalina no dia da confirmagao do estado diabético

Sacrificio — Nivel sérico de fosfatase alcalina no dia do Sacrificio



Resumo




91

GOMES, D.A.S. Influéncia do estado diabético na doenca periodontal induzida
em ratos. Andlise bioquimica, macroscopica, radiografica e dos niveis de
mieloperoxidase. Araraquara, 2006. 94f. Dissertacdo (Mestrado em Periodontia) —

Faculdade de Odontologia de Araraquara, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Evidéncias sugerem existir correlacdo positiva entre diabetes mellitus e destruicdo
periodontal. Com intuito de estudar a influéncia do Diabetes Mellitus sobre a
evolucdo da doenca periodontal induzida, o presente estudo apresenta como
objetivos, avaliar o peso corporal, os niveis séricos de calcio, fosforo e fosfatase
alcalina, os niveis teciduais de mieloperoxidase, além de, anélise macroscopica e
radiografica dos espécimes de cada animal. Foram utilizados 128 ratos machos
Wistar divididos em 4 grupos de 32 ratos, sendo: Grupo | controle; Grupo Il
diabetico; Grupo I11 controle com doenca periodontal induzida e Grupo IV diabético
com doenca periodontal induzida. Apds dois dias da confirmagéo do estado diabético
induzido por estreptozotocina, foi realizada a colocacdo da ligadura. Oito animais de
cada grupo foram sacrificados nos periodos experimentais de 3, 7, 15 e 30 dias apds
colocagdo da ligadura. Os resultados demonstraram que o estado diabético perdurou
até o final do experimento nos grupos Il e 1VV. Dentre 0os marcadores bioquimicos,
somente a ALP apresentou-se estatisticamente maior nos grupos diabéticos (Il e 1V).
Macroscopicamente, houve diferenga somente entre os grupos com e sem doenca

periodontal, independente da presenca do diabetes, com maior alteragdo tecidual nos
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periodos tardios de periodontite (30 dias). Os niveis gengivais de MPO foram
estatisticamente maiores (p<0.05) nos grupos com doenca periodontal induzida (111 e
IV). Radiograficamente, o grupo IV apresentou maior perda déssea estatisticamente
significante quando comparada aos demais grupos (p<0,05). Nos limites deste estudo,
pode-se concluir que a doenca periodontal induzida ndo alterou o estado
hiperglicémico, no entanto, sugere-se que o diabetes acentue a severidade da perda
6ssea alveolar no processo evolutivo da doenga periodontal, entretanto, tal fato ainda

precisa ser esclarecido.

Palavras chaves: doencas periodontais, diabetes mellitus, radiografia, peroxidase,

ratos.
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GOMES, D. A. S. Influence of Diabetes Mellitus on the progression of periodontal
disease induced in rats. Biochemical, macroscopic, radiographic and mieloperoxidase
level assessment. Araraquara, 2006. 94f. Dissertacdo (Mestrado em Periodontia) —

Faculdade de Odontologia de Araraquara, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Evidences suggest the existence of a positive correlation between diabetes mellitus and
periodontal collapse. In order to evaluate the influence of Diabetes Mellitus on the
progression of periodontal disease induced in rats, the objective of the present study
was to verify glycemic, calcium, phosphorus and alkaline phosphatase serum levels, to
evaluate myeloperoxidase (MPO) gingival levels, as well as to carry out macroscopic
and radiographic assessment of the animals’ hemimandibulas of experimental
periodontitis. A hundred twenty-eight Wistar male rats were used in this study. They
were divided into 4 groups of 32 rats each, as follows: Group I — control; Group Il -
diabetic; Group Il — control with periodontal disease induced; and Group IV - diabetic
with periodontal disease induced. After streptozotocin diabetic state was confirmed, a
ligature was placed on the mandibular first molar teeth of Groups Ill and 1V rats. Eight
animals of each group were killed at the experimental periods of 3, 7, 15 and 30 days
after the ligature placement. Results demonstrated that the diabetic state lasted up to the
end of the experiment at groups Il and IV. Significant increases in serum alkaline
phosphatase were observed at diabetic groups (Il and IV). Macroscopically, in the
groups where periodontal disease was induced, it was possible to observe more tissue
alterations and it was higher in the 30-day experimental period. The MPO levels were

significantly higher in induced periodontitis groups (Il and 1V) (p<0.05).
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Radiographically, diabetic with experimental periodontitis group (IV) showed
statistically higher bone loss in all the experimental periods (p<0.05). It is possible to
conclude that induced periodontal disease did not change the diabetic state, however,
diabetes enhanced the severity of bone loss in the progressive process of periodontal
disease but this fact still remains to be established.

Keywords: periodontal diseases, diabetes mellitus, radiography, peroxidase, rats.
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