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Resumo

Introducao: A diabetes mellitus é uma doenga metabdlica de etiologia mdltipla que se ca-
racteriza por hiperglicemia crénica com disturbios no metabolismo dos agulcares, dos lipidos
e das proteinas. Existe uma forte evidéncia sugerindo que doentes com diabetes mellitus
tém maior predisposicdo para desenvolver doenca periodontal, especialmente em diabé-
ticos com um controlo metabdlico reduzido. Uma vez que o ligamento periodontal é uma
estrutura que faz parte do periodonto de insercao, quando afetado, este pode comprometer
a funcéo do dente na cavidade oral.

Objetivo: Este estudo tem como objetivo avaliar o efeito da diabetes experimental no li-
gamento periodontal de ratos Wistar ao nivel atdmico. Esta avaliagédo foi feita através da
técnica de fluorescéncia de raio-X.

Materiais e Métodos: Utilizaram-se 14 ratos Wistar machos com 8 semanas de idade no
inicio do estudo. Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos (n=7 em cada
grupo). O periodo experimental decorreu durante 4 semanas para os dois grupos. O grupo
| constituiu o grupo controlo e foi mantido sem manipulag&o indutora de altera¢des e o
grupo Il constituiu o grupo teste ao qual foi induzida diabetes experimental. Apds sacrificio
foi feita a recolha da mandibula para estudo do ligamento periodontal. As amostras foram
analisadas pela técnica de fluorescéncia de raios-X, onde foi incidido um feixe de raio-X
com uma energia de 15 keV e com um tempo de exposicao de 200s. Estes dados foram
submetidos a analise estatistica através do teste t-Student para um nivel de confianca de
95%.

Resultados: Através da técnica de fluorescéncia de raio-X foram identificados os seguin-
tes elementos: célcio, fésforo, potassio, cloro, enxofre, ferro e o aluminio. Os valores mé-
dios das contagens por segundo para os varios elementos encontrados, tanto no grupo
teste, como no grupo controlo, ndo apresentaram resultados estatisticamente significativos.
Relativamente ao racio dos elementos com o potassio, fosforo e enxofre, apenas o racio

potassio/fésforo apresentou um valor estatisticamente significativo.



Conclusao: De acordo com estudo efectuado concluimos que é necessario uma repeticao
do estudo com uma amostra maior. Contudo parece-nos razoavel aceitar desde ja que as
alteragdes patolégicas se possam iniciar com alteragdes das relagdes entre os elementos
existentes na estrutura.

Palavras-chave: Diabetes, Diabetes Experimental, Ligamento periodontal, Caracterizagao

Elemental, Fluorescéncia de Raio-X



Abstract

Introduction: Diabetes mellitus is a metabolic disorder characterized by defects in in-
sulin secretion, action, or both, leading to chronic hyperglycaemia and disturbances in
the metabolism of carbohydrates, fat and proteins, like those from collagen connective tis-
sue. There is strong evidence suggesting that patients diagnosed with diabetes mellitus
have more predisposition to developed periodontal diseased, specially diabetics with poor
metabolic control. Since the periodontal ligament is a structure, that is part of the periodon-
tium, when it is affected, it can compromise the oral function of the tooth.

Objective: This study aims to evaluate the effect of experimental diabetes on the periodontal
ligament of Wistar rats. The evaluation was made through the elemental characterization
by X-ray fluorescence technique.

Materials and Methods: Used a sample of 14 male Wistar rats ate the age of 8 weeks
at study start. The animals were randomly divided into two groups (n = 7 in each group).
The experimental period lasted for 4 weeks for both groups. Group | was the control group
and was maintained without manipulation inducing changes and group Il constituted the
test group, which was induced experimental diabetes. After the sacrificed was done the
collection of jaws to analyze the periodontal ligament. The samples were analyzed by X-ray
fluorescence technique in which the X-ray beam had energy of 15 KeV and an exposition
time of 200s. This data was submitted to statistical analysis, using student’s t-test.

Results: Through the X-ray fluorescence technique was identified the following elements:
calcium, phosphorus, potassium, chloride, sulfur, iron and aluminum. The mean values of
the counts per second for each element found, both in the test and control group, were not
statistically significant. In relation to the ratio of the elements with potassium, phosphorus
and sulfur, only the ratio potassium/phosphorus showed a statistically significant value.
Conclusion: According to study conducted we concluded that a repeat study is needed with
a larger sample. However it seems reasonable to accept the outset that the pathological

changes can be initiated to change the relationship between the existing elements in the



structure.
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Introducao

A origem do universo foi sempre uma preocupacgao central da humanidade. Os nossos
antepassados explicavam esta origem com base em fundamentos religiosos, mitolégicos
ou filoséficos. Para estas civilizagdes, o entendimento do universo era algo muito distinto
do que aquilo que nos é ensinado hoje pela ciéncia’.

Atualmente, o modelo que reline maior consenso junto da comunidade cientifica relati-
vamente ao instante da formagéo do Universo, é a Teoria do Big Bang. Segundo esta, houve
um momento - ha 15 mil milhées de anos - em que a matéria conhecida estaria concentrada
num ponto Unico de densidade incomensuravel cuja explosio assinalaria o comego do uni-
verso. O universo era inicialmente muito quente e denso. Contudo, este foi arrefecendo e
expandindo-se, e enquanto isto acontecia, a matéria foi-se organizando em estruturas cada
vez mais completas. A evolugdo do universo surgiu na sequéncia de reagdes nucleares en-
tre as particulas fundamentais do meio césmico, cujo efeito mais importante e determinante
se prendeu pela formacéo dos elementos quimicos?345.

Todos os atomos séo produzidos nas estrelas, em etapas bem definidas. No entanto,
alguns segundos ap6s o Big Bang (1032 K) muito antes de existirem estrelas, deu-se a cha-
mada nucleossintese primordial. Nesta fase, como a temperatura do universo era ainda
muito elevada (10° K), apenas se formaram alguns isétopos (deutério, tritio, hélio-3, hélio-4,
litio-7 e berilio-7) de elementos quimicos com numero atémico inferior a 5. A tempera-
tura foi baixando, o que permitiu a formagédo do atomo de hidrogénio: o ponto de partida
para a formacao de estrelas®. Numa fase inicial uma estrela é formada por agregacdo de

pé interestrelar, maioritariamente formado por hidrogénio. Esta estrela entra em ignigdo e
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forma-se uma estrela amarela. Nesta observa-se a fusdo do hidrogénio e a formacgao de
hélio. A medida que a estrela envelhece acumula-se hélio que comeca a fundir para formar
atomos mais pesados, como o carbono e o oxigénio. Quando a temperatura central atinge
2,2 x 10% K, observa-se a fusao do hélio com a formagao de carbono, oxigénio, néon e mag-
nésio. Nesta fase a estrela € uma vermelha gigante. Numa etapa posterior a temperatura
sobe para 3 x 10® K, adquire a forma de supergigante vermelha e pela fuséo do hélio com
o carbono, entre atomos de carbono e entre carbono e oxigénio, observa-se a formagao
de sédio, silicio, enxofre, argon e célcio. Numa fase seguinte a temperatura atinge 3x10°
K e estamos na presencga de uma estrela de grande massa supergigante vermelha, que
sintetiza ferro e niquel, pela fusdo de atomos previamente sintetizados. Pelo colapso e ex-
plosdo de uma grande estrela forma-se uma supernova que apresenta uma temperatura de
1 x 10'1 K e é capaz de sintetizar a&tomos de nimero atémico superior a 282.

Os elementos quimicos sdo componentes basicos de todos os tecidos de um organismo
vivo. Deste modo, a sua identificagao é relevante uma vez que estes desempenham um
papel importante no funcionamento de tecidos e 6rgaos®.

Esta descrita a presenca de diversos componentes inorganicos no corpo humano, sendo
que estes elementos quimicos estado classificados de acordo com a sua concentragdo no
organismo. Assim, os elementos principais s&do aqueles que aparecem em maior quan-
tidade, cerca de 60% a 80% de todo o material inorganico do organismo, sendo eles: o
célcio, o fésforo, o magnésio, o sddio, o potéssio, o cloro, o enxofre e o litio. Existem ou-
tros elementos que surgem em quantidades muito menores, os oligoelementos, no entanto,
alguns deles sao essenciais para muitos processos vitais. Estes classificam-se de acordo
com as suas necessidades dietéticas como: essenciais (cobalto, cobre, cromio, fluor, ferro,
manganés, molibdénio, selénio, zinco e iodo), provavelmente essenciais (estanho, niquel,
silicio e vanadio) e nao essenciais (aluminio, antiménio, arsénio, bismuto, boro, cadmio,
germanio, mercurio, ouro, platina, chumbo, rubidio e titanio)”.

O calcio (Ca) é o elemento mineral mais abundante no organismo. Uma grande per-
centagem deste elemento esta presente nos 0ssos e nos dentes: ora sob a forma cristalina

(hidroxiapatite), ora sob a forma amorfa (fosfato de célcio). Uma percentagem mais pe-
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quena de calcio esta presente nos fluidos corporais e nos tecidos moles. A principal fungédo
do célcio no metabolismo humano é a de proporcionar a dureza caracteristica aos 0ssos
e aos dentes. No entanto, o célcio também tem um papel vital em processos essenciais
do organismo tais como: na coagulagédo sanguinea; na contracdo muscular; na secre¢ao
hormonal; na ativagdo enzimatica; na adesividade celular; na transmissao do impulso ner-
v0s0; na manutencao da fungdo das membranas celulares e como segundo mensageiro
intracelular”.

O fosforo (P) é o segundo elemento mais abundante no organismo, encontrando-se sob
a forma de fosfato. Mais de 80% do fosforo esta combinado com o calcio formando os os-
sos e os dentes e cerca de 10% esta presente no musculo. Uma pequena concentracao de
fésforo esta presente no plasma, sendo que 88% do fésforo plasmatico forma complexos
com catides monovalentes e divalentes, tais como Na*, Ca™ e Mg>*. O fosfato é o principal
aniao do fluido intracelular, sendo que uma grande percentagem faz parte de fosfoprotei-
nas, fosfolipidos e agucares fosforilados e apenas uma pequena parte se encontra na sua
forma livre. Ja no fluido extracelular, grande parte do fosfato encontra-se na sua forma livre
enquanto apenas 10% se encontra associado a proteinas. Esta presente na estrutura de
todas as membranas celulares tanto externas como internas. Intervém na estrutura dos
acidos nucleicos (acido desoxirribonucleico e acido ribonucleico) e dos nucleétidos, tanto
lineares (adenosina monofosfato, adenosina difosfato, adenosina trifosfato e guanosina tri-
fosfato), como ciclicos (adenosina monofosfato ciclico e monofosfato ciclico de guanosina).
As fungbes mais importantes do fosfato no organismo s&o a formagéo e manutengéo dos
0ssos e dos dentes e a sua participacao na transferéncia de energia metabélica. Também
participa na regulagéo do equilibrio corporal acido-base. Tem propriedades de tampao, dai
a sua importancia na saliva e no sangue’.

O cloro (Cl) esta presente em altas concentragdes no liquido extracelular, onde se neu-
traliza com o sodio, enquanto que no interior das células se neutraliza com o potassio. O ido
cloreto atua, juntamente com o sédio, na manutencao da pressao osmoética e do equilibrio
acido-base. O &cido cloridrico que ¢é libertado no estémago durante a digestao produz-se a

partir do cloreto plasmatico”.
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O potassio (K) geralmente aparece na forma de ido K. E o principal catido do liquido
intracelular, onde, entre outras fungoes, serve de reservatério para manter constante a sua
concentracao no liquido extracelular. Regula o equilibrio acido-base e a pressao osmotica
no interior da célula. Esta relacionado com a atividade de diferentes enzimas, como a
piruvato cinase, assim como com a sintese das proteinas nos ribossomas. A sua influéncia
sobre a atividade do sistema nervoso depende da sua distribuigdo na membrana neuronal,
dado que a sua saida para o exterior da célula contribui para a transmissdo do impulso
nervoso. Também esté relacionado com a atividade da ATPase Na*/K* dependente’.

O enxofre (S) pode encontrar-se fazendo parte de estruturas organicas: como nos ami-
noacidos metionina e cisteina; nas vitaminas como a tiamina, biotina e a coenzima A. Pode
também fazer parte de estruturas inorganicas como sulfato de sédio, sulfato de potassio ou
sulfato de magnésio. Encontra-se em todas as células do organismo e no sangue. Participa
em reacodes de sulfatacdo, que atuam como mecanismos de desintoxicagcdo do organismo,
ajudando a sua eliminacéo pela urina’.

Uma grande percentagem de ferro (70%) € denominado de funcional pois aparece asso-
ciado a proteinas como a hemoglobina, mioglobina, e varias enzimas intracelulares, como
os citocromos. Cerca de 85% do ferro (Fe) funcional encontra-se nos eritrocitos formando
parte da hemoglobina. Os restantes 30% de ferro sdo denominados de nao essenciais
pois tém uma fungéo de armazenamento. Este ultimo grupo é formado principalmente por
ferritina e hemossiderina. A fungao mais importante do ferro no organismo esta associada
as diversas proteinas das quais faz parte, por serem vitais para o funcionamento do orga-
nismo e que estdo relacionadas com o transporte de oxigénio e com a sua oxidacdo. A
maior parte das proteinas tem um grupo —hemo na sua estrutura. Assim, a hemoglobina é
imprescindivel para o transporte do oxigénio até aos tecidos, onde se realizara a respiracao
celular”’.

O aluminio (Al) é o metal mais abundante da crosta terrestre e, paradoxalmente, nao
tem nenhuma fungéo bioldgica conhecida (oligoelemento nao essencial), sendo conhecido
por ser toxico para as plantas e animais, incluindo o ser humano’=°. A sua toxicidade

pode causar alteragdes no desenvolvimento e reproducéo. O aluminio é também conhecido
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por ser neurotdxico e tem sido associado a algumas doencgas tais como: esclerose lateral
amiotréfica, esclerose multipla, doenga de Parkinson e doenga de Alzheimer. O aluminio
ao entrar no cérebro pela barreira hemato-encefalica leva a morte neuronal através da
inducao de stress oxidativo, apoptose, mudangas na conformagédo do ADN e alteracdes na
expressdo genética®.

Relativamente ao 6rgao dentario - esmalte, dentina e cemento - existe uma vasta bibli-
ografia que faz a caracterizagao elemental destas estruturas®19-'8. Por outro lado, no que
toca as estruturas de suporte, nomeadamente o ligamento periodontal (LP), esta é escassa,
surgindo a necessidade de caracterizar esta estrutura.

O Ligamento Periodontal € um tecido que faz parte do periodonto de insercdo: sistema
responsavel pela ancoragem dos dentes aos alvéolos dentarios e que engloba outros teci-
dos como o cemento e 0 0ss0 alveolar. Relativamente ao LP, este tecido circunda as raizes
dos dentes, estando localizado entre dois tecidos mineralizados, o cemento radicular e o
0sso alveolar propriamente dito (lamina dura) %29, O LP apresenta fungdes mecanicas, nu-
tritivas, formativas e sensoriais. Histologicamente, o LP é um tecido conjuntivo fibroso, nao
mineralizado, altamente vascularizado e rico em células, fibras e substancia fundamental.
As células presentes no LP sdo maioritariamente fibroblastos, no entanto também estéao
presentes macrofagos, células mesenquimatosas indiferenciadas, osteoblastos, osteoclas-
tos e cementoblastos.’ Por se tratar de um tecido conjuntivo apresenta na sua composicéo
concentracdes de oxigénio, carbono, hidrogénio, azoto, sédio, enxofre e cloro?!.

Existem varias técnicas que permitem fazer a analise elemental de uma amostra. Neste
estudo foi utilizada a técnica de Fluorescéncia de raio-X, cujo principio é bastante simples.
Os raio-X sdo emissdes electromagnéticas com aplicagdes em varias areas. A sua natureza
€ idéntica a da radiagao visivel, no entanto com um comprimento de onda bastante mais
curto, situando-se entre 10~2nm e os 10nm. Esta radiacdo quando incidida numa amostra
permite a identificagdo de elementos quimicos nela presentes.

Sabemos que, de acordo com o efeito fotoeléctrico, uma fonte de radiagao X adequada
tem capacidade de ionizar um dado elemento numa amostra. Por sua vez, esta ionizagao,

fara com que electrdes sejam arrancados, preferencialmente das camadas mais proximas
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do nucleo, criando uma lacuna interna no seu lugar e deixando o 4&tomo energeticamente
instavel. Deste modo, e para que o ido volte ao seu estado fundamental, esta lacuna vai
ser preenchida por electrdes da camada seguinte ou mesmo de camadas mais afastadas.
Estas transicdes vao acontecendo até que a lacuna seja transferida para camadas mais
externas levando o ido para um estado energeticamente mais baixo. Deste modo, todas
as transi¢des entre camadas vao corresponder a um fotdo com uma determinada energia
designada por raio-X caracteristico de cada elemento?226,

Para um elemento quimico poder ser detectado por esta técnica tem de ter uma emisséao
de raio-X caracteristico superior a 1 KeV, isto é, apenas elementos com numero atémico
superior a 11 sdo detectados, como é o caso do s6dio?°.

Comparativamente com outras técnicas de analise elemental, a fluorescéncia de raio-
X é uma técnica mais simples, rapida e econdémica. Relativamente a amostra, esta nao
precisa de um tratamento prévio nem é destruida durante a analise. Mais ainda, na mesma
amostra podem ser identificados varios elementos, e estas podem ser soélidas, liquidas
ou gasosas. Por outro lado, existem algumas desvantagens inerentes a técnica, como a
complexidade na interpretacdo dos espectros de emissdo e a dificuldade em fazer uma
analise quantitativa dos elementos da amostra®42°,

A radiagao branca ou radiagdo de fundo é um espectro continuo devido a interagéo
do feixe de raio-X no préprio material do equipamento. Esta radiacao esta sobreposta ao
espectro caracteristico de cada elemento o que pode dificultar em alguns casos a andlise
do espectro?®.

Os ratos utilizados neste estudo foram induzidos com diabetes experimental.

A diabetes mellitus é uma doenca metabdlica de etiologia multipla que se caracteriza
por hiperglicemia crénica com disturbios no metabolismo dos agucares, dos lipidos e das
proteinas. Esta doenca é resultado, em alguns casos, de defeitos na producéao de insu-
lina, noutros na ac&o da insulina e, frequentemente, ha combinacdo destes dois fatores?’.
Segundo a Organizagao Mundial de Saude, a prevaléncia global da diabetes em 2014 foi
de 9%28. Em Portugal a prevaléncia da doenca, em individuos com idades compreendidas

entre os 20 e os 79 anos, ronda os 13% ou seja, neste grupo etario, mais de 1 milhao
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de portugueses tém diabetes. Verifica-se uma diferenca estatisticamente significativa na
prevaléncia da doenca relativamente ao género sendo o sexo masculino o mais afetado.
Constata-se também um grande aumento da prevaléncia da diabetes com a idade?®.

Consoante a etiologia, a diabetes mellitus pode ser classificada em diferentes formas,
no entanto, a grande maioria dos diabéticos apresenta diabetes tipo 1 ou diabetes tipo 2.
A diabetes tipo 1 afeta individuos de qualquer idade nomeadamente criangas ou adultos
jovens, sendo a sua prevaléncia cerca de 5 a 10% dos casos. E caracterizada por uma
destruicdo auto-imune das células beta do pancreas levando a uma deficiéncia absoluta
de insulina. Deste modo, os portadores desta doenga necessitam diariamente de insulina
exogena para controlar os niveis de glicose no sangue, evitando estados de hiperglicemia
crénica®®-31,

A diabetes tipo 2, bastante mais frequente é responsavel por 90 a 95% dos casos . E
caracterizada por um desequilibrio na secrecao de insulina pois ocorre quando o pancreas
ndo consegue produzir insulina suficiente ou quando o organismo ndo consegue utilizar efi-
cazmente a insulina produzida. Esta condicdo tem como principais fatores de risco a obe-
sidade, o sedentarismo, o envelhecimento e a predisposi¢cdo genética. Na grande maioria
dos casos, estes doentes ndo precisam de insulina exdgena para controlar a hiperglicemia.
O tratamento passa por uma reducao do peso, através de uma dieta equilibrada e pratica
de exercicio fisico, associada a antidiabéticos orais?°-3°.

Quando um doente estd descompensado, apresentando elevados niveis de glicose no
sangue, apresenta sintomas tipicos como: polidria, polidipsia, perda de peso, e por vezes
polifagia e visao turva. A hiperglicemia com cetoacidose é uma das consequéncias agudas
e fatais da diabetes n&o controlada®°. A longo prazo, os efeitos da hiperglicemia crénica po-
dem traduzir-se na disfuncao e faléncia de diferentes érgaos e/ou sistemas, sendo eles: os
olhos (retinopatia), os rins (nefropatia), o coragdo (doenca coronaria), os nervos periféricos
(neuropatia periférica) e o sistema vascular (acidente vascular cerebral)®%32. Alteracdes
no metabolismo das lipoproteinas, hipertensao arterial e doenga periodontal sdo também

condicdes frequentemente encontradas em diabéticos 2.

Considerando a prevaléncia da diabetes mellitus, € de grande importancia que os clini-



INTRODUCAO

cos consigam identificar ou antecipar algumas manifestagées orais tipicas da doenca e que
conhegcam as suas particularidades sistémicas que podem condicionar o tratamento denté-
rio. Algumas manifestagfes orais séo por vezes encontradas em doentes diabéticos, tais
como: disfungdo salivar, levando a xerostomia e caries dentérias; alteragbes da mucosa
como liquen plano e estomatites aftosas recorrentes; infecgdes flingicas como candidiase
oral; distarbios neurosensoriais como glossodinia e disestesias; alteragdes do paladar e
dificuldades na cicatrizagdo®3-25.

Existe ainda uma forte evidéncia sugerindo que a diabetes mellitus esta associada a um
aumento do risco de desenvolver doenga periodontal, especialmente em diabéticos com
um controlo metabdlicoreduzido®33436_ Por outro lado, o tratamento periodontal parece
melhorar o controlo metabdlico da diabetes, sugerindo assim uma relagao bidirecional entre
estas duas doengas. Neste contexto, ja em 1993 Lée caracterizou a doencga periodontal
como sendo a sexta complicacdo da diabetes®’.

Os mecanismos fisiopatoldgicos que estao por detras do elevado risco de doentes di-
abéticos desenvolverem doenga periodontal ndo estdo ainda bem claros. Deste modo,
investigadores procuram mecanismos bioldgicos especificos que expliquem esta associa-
cao34.

A doenca periodontal tem sido atribuida a uma série de altera¢des funcionais e estrutu-

rais relacionadas com hiperglicemia, como sendo:

1. Espessamento das membranas basais dos vasos sanguineos (microangiopatia), o
que leva ao deterioramento da microcirculagdo nos tecidos periodontais e consequen-
temente uma diminuigéo do aporte de oxigénio e nutrientes aos tecidos e acumulagéo

de metabolitos prejudiciais;

2. Alteragbes na fungéo dos leucdcitos polimorfonucleares, levando a dificuldades de

adesao, de fagocitose e de quimiotaxia;
3. AlteragOes na proliferagao dos fibroblastos gengivais e sintese de colagénio;

4. Aumento da atividade da colagenase;

5. Formacéo de produtos finais de glicagao avancada (AGEs), que ocorre quando existe



INTRODUCAO

excesso de glicose disponivel em contacto com proteinas estruturais. Uma vez for-
mados, os AGEs ligam-se a um receptor celular especifico — RAGE — que se encontra
nas células endoteliais e nos mondcitos. Esta ligacdo causa uma série de eventos
pré-inflamatérios autossustentaveis, pois a ligagdo AGE-RAGE na superficie das cé-
lulas endoteliais induz a expressao de proteinas de adesao vascular (VCAM1) que
atraem mondcitos perpetuando a resposta inflamatéria. A ligacdo AGE-RAGE altera
também o fenotipo dos mondcitos o que resulta num aumento da produgao de media-
dores pré-inflamatérios como interleucina 1 beta, prostaglandina E2 fator de necrose

tumoral;

6. Predisposicdo genética para infecdes por gram-negativos 333436

Todos estes mecanismos podem levar a alteragdes no hospedeiro, que resultam na
perda de fibras periodontais, perda de suporte de osso alveolar e eventual perda de den-

tes34.



OBJETIVOS

Objetivos

O objetivo deste estudo é avaliar a estrutura elemental no ligamento periodontal de ratos
Wistar induzidos com diabetes. A avaliagao foi feita através da caracterizagcao elemental do

ligamento periodontal pela técnica de fluorescéncia de raio-X.
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MATERIAIS E METODOS

Materiais e Métodos

Para o desenvolvimento deste trabalho, utilizaram-se 14 ratos Wistar machos com 8
semanas de idade no inicio do estudo e mantidos nas condi¢cdes padrao de manutengéo e
manipulacdo, de acordo com a legislacdo em vigor.

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos (n=7 em cada grupo). O
periodo experimental decorreu durante 4 semanas para os dois grupos. Grupo |: constitui
o grupo controlo e foi mantido sem manipula¢édo indutora de alteragées. Grupo Il: constitui
0 grupo teste ao qual foi induzida diabetes experimental. Esta indugéo foi realizada através
de 65mg/kg de estreptozotocina administrada per os em dose Unica diluida em azeite, e
reforcada com sacarose na agua da bebida.

No final do periodo experimental os animais, grupo controlo e teste, foram sacrificados
por sobredosagem anestésica. Foi realizada uma necrépsia completa com recolha de todos
0s 6rgaos e que permitiu excluir a presenga de patologia ndo induzida. De cada animal foi
analisada a mandibula para estudo do ligamento periodontal na hemi-mandibula direita e
esquerda, perfazendo um total de 28 amostras.

As amostras foram analisadas pela técnica de fluorescéncia de raios-X (Hitachi modelo
SEA 6000VX Figura 1). Em cada amostra foi escolhido um local entre dentes adjacen-
tes Figura (2). Nesse local fez-se incidir o feixe de raio-X colimado (com uma area de
0,5x0,5mm), com energia de 15 keV e com tempo de exposi¢do de 200s em cada uma das
amostras. A energia de 15 keV tem capacidade de detetar elementos desde o sédio até ao
ferro. Utilizou-se o gas inerte hélio (He) para que interferéncias relativas ao ar atmosférico,

especificamente do gas argon (Ar), fossem anuladas.
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Figura 1: Equipamento de analise por Fluorescéncia de Raios-X (Hitachi modelo SEA 6000VX) Fonte: imagem fotografada

pelo autor.

A andlise estatistica foi feita com o programa estatistico R™, sendo feita a média e
desvio padrao das amostras para cada elemento do grupo de controlo e grupo de teste.
Para comparar as médias das amostras entre o grupo de teste € o grupo de controlo foi

feito o teste t-Student para um nivel de confianca de 95%.
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Figura 2: ilustragdo do local de incidéncia do feixe de raio-X. Fonte: imagem fotografada pelo autor.

] ] T

Figura 3: Software do equipamento de analise por Fluorescéncia de Raios-X (Hitachi modelo SEA 6000VX) Fonte: imagem

fotografada pelo autor.
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RESULTADOS

Resultados

O valor médio das contagens por segundo esta descrito de forma sucinta na tabela I.
O valor médio das contagens por segundo para o Al foi de 3,06 &+ 1,72 no grupo controlo
e de 2,27 + 1,58 no grupo teste, ndo evidenciado uma diferenga estatisticamente signifi-
cativa. O P mostrou um valor médio de contagens por segundo de 338,71 + 194,80 no
grupo controlo, descendo para 277,54 + 198,81 no grupo de teste, ndo evidenciando uma
diferenca estatisticamente significativa. O S mostrou um valor médio de contagens por
segundo de 26,88 + 9,91 no grupo controlo € no grupo de teste de 27,87 + 12,98, nao
evidenciando uma diferenga estatisticamente significativa. O valor médio das contagens
por segundo para o Cl foi de 7,57 4+ 6,23 no grupo controlo e de 6,78 + 6,75 no grupo
teste, ndo evidenciado uma diferenca estatisticamente significativa. O K mostrou um va-
lor médio de contagens por segundo de 34,84 + 20,15 no grupo controlo, descendo para
24,75 + 24,51, ndo evidenciando uma diferenca estatisticamente significativa. O Ca obteve
um valor médio de contagens por segundo de 4651,47 + 2324,48 no grupo de controlo e
de 3771,55 + 2344,13 no grupo de teste, ndo evidenciado uma diferenca estatisticamente
significativa. Por (ltimo o Fe obteve os valores de 5,23 + 5,57 no grupo de controlo e
4,16 + 3,43 no grupo de teste, ndo evidenciado uma diferenga estatisticamente significa-
tiva.Tomando o valor médio ajustado de cada elemento, conforme descrito no capitulo de
materiais € métodos, temos as assinaturas elementais que passamos a descrever. Para o
grupo controlo: Al3 P339 S27 CI8 K35 Ca4651 Fe5. Para o grupo teste Al2 P278 S28 CI7
K25 Ca3772 Fe4. (Tabela I).

O valor médio dos racios esta descrito de forma sucinta nas tabelas I, Ill, IV. O racio
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Tabela I: Média e desvio padrdo dos valores obtidos nos grupos controlo e teste, com a respetiva significancia estatistica

(valor de p).

Elementos Controlo Teste valor de p

Al 3,06 £1,72 2,27 £ 1,58 0,24

338,71 £ 194,80 277,54 + 198,81 0,34
S 26,88 + 9,91 27,87 £12,98 0,44
Cl 7,57 + 6,23 6,78 + 6,75 0,31
K 34,84 £ 20,15 24,75 £ 24,51 0,26
Ca 4651,47 + 2324,48 | 3771,55 4+ 2344,13 0,32
Fe 5,23 + 5,57 4,16 + 3,43 0,40

médio do valor médio das contagens por segundo entre Al/K foi de 0,15 + 0,08 no grupo
de controlo e de 0,11 £ 0,11 no grupo de teste, ndo evidenciado uma diferenca estatistica-
mente significativa. O racio médio do valor médio das contagens por segundo entre P/K foi
de 19,91 + 3,66 no grupo de controlo e de 11,58 + 6,81 no grupo de teste, ndo evidenciado
uma diferenca estatisticamente significativa. O racio médio do valor médio das contagens
por segundo entre S/K no grupo de controlo foi de 1,75 £ 3,22 e no grupo de teste foi de
2,37 + 3,35, ndo evidenciado uma diferenca estatisticamente significativa. O racio médio do
valor médio das contagens por segundo entre CI/K foi de 0,35 + 0,15 no grupo de controlo
e de 0,21 + 0,15 no grupo de teste, ndo evidenciado uma diferenga estatisticamente signi-
ficativa. O racio médio do valor médio das contagens por segundo entre Ca/K no grupo de
controlo foi de 260,44 + 62,57 e no grupo de teste foi de 175,24 + 119,76, ndo evidenciado
uma diferenga estatisticamente significativa. O racio médio do valor médio das contagens
por segundo entre Fe/K no grupo de controlo foi de 0,27 + 1,50 e no grupo de teste foi de
0,23 + 0,33, nao evidenciado uma diferenga estatisticamente significativa. Relativamente
ao racio entre médio do valor médio das contagens por segundo entre Al/P no grupo de
controlo foi de 0,01 + 0,00 e no grupo de teste foi de 0,01 + 0,01, ndo evidenciado uma

diferenca estatisticamente significativa. O racio entre médio do valor médio das contagens
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por segundo entre S/P no grupo de controlo foi de 0,42 + 1,10 € no grupo de teste foi de
0,28 + 0,39, ndo evidenciado uma diferenca estatisticamente significativa. O racio entre
médio do valor médio das contagens por segundo entre CI/P no grupo de controlo foi de
0,12 + 0,07 e no grupo de teste foi de 0,07 4+ 0,03, ndo evidenciado uma diferenca esta-
tisticamente significativa. O racio entre médio do valor médio das contagens por segundo
entre K/P no grupo de controlo foi de 0,02 + 0,01 e no grupo de teste foi de 0,02 + 0,01,
evidenciado uma diferenga estatisticamente significativa (p=0,04). O racio entre médio do
valor médio das contagens por segundo entre Ca/P no grupo de controlo foi de 15,49 + 3,84
e no grupo de teste foi de 14,77 + 2,22, ndo evidenciado uma diferenca estatisticamente
significativa. O racio entre médio do valor médio das contagens por segundo entre Fe/P no
grupo de controlo foi de 0,17 4+ 0,55 e no grupo de teste foi de 0,03 + 0,03, ndo evidenciado
uma diferenga estatisticamente significativa. O racio entre médio do valor médio das con-
tagens por segundo entre Al/'S no grupo de controlo foi de 0,09 4+ 0,10 e no grupo de teste
foi de 0,12 £+ 0,12, nao evidenciado uma diferenga estatisticamente significativa. O racio
entre médio do valor médio das contagens por segundo entre P/S no grupo de controlo foi
de 11,53 + 13,74 e no grupo de teste foi de 16,77 4+ 18,02, ndo evidenciado uma diferenca
estatisticamente significativa. O racio entre médio do valor médio das contagens por se-
gundo entre CI/S no grupo de controlo foi de 0,58 + 1,27 e no grupo de teste foi de 1,57 +
1,98, ndo evidenciado uma diferenca estatisticamente significativa. O racio entre médio do
valor médio das contagens por segundo entre K/S no grupo de controlo foi de 0,21 + 0,39
e no grupo de teste foi de 0,45 4+ 0,54, ndo evidenciado uma diferenca estatisticamente
significativa. O racio entre médio do valor médio das contagens por segundo entre Ca/S
no grupo de controlo foi de 149,54 4+ 163,43 e no grupo de teste foi de 219,34 4+ 221,18,
nao evidenciado uma diferenga estatisticamente significativa. O racio entre médio do valor
médio das contagens por segundo entre Fe/S no grupo de controlo foi de 0,15 + 0,15 e no
grupo de teste foi de 0,19 + 0,19, ndo evidenciado uma diferenca estatisticamente signi-
ficativa. Tomando o valor médio ajustado de cada racio, conforme descrito no capitulo de
materiais e métodos, temos as assinaturas dos racios elementais que passamos a descre-

ver. Para o grupo controlo: AIK0,15 PK20 SK2 CIK0,35 CaK260 FeK0,27 Al/P0,01 S/P0,42
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Cl/P0,12 K/P0,02 Ca/P14 Fe/P0,17 Al/S0,09 P/S12 CI/S0,58 K/S0,21 Ca/S150 Fe/S0,15.
Para o grupo teste: AIK0,11 PK12 SK2 CIK0,21 CaK175 FeK0,23 AlP0,01 SP0,28 CIP0,07
KP0,02 CaP15 FeP0,03 AIS0,12 PS17 CIS2 KS0,45 CaS219 FeS0,19.

Tabela Il: Média e desvio padréo obtidos a partir dos coeficientes entre os varios elementos e o potassio, fésforo e enxofre

no grupo controlo.

Tabela Ill: Média e desvio padrédo obtidos a partir dos coeficientes entre os varios elementos e o potéssio, fésforo e enxofre

no grupo teste.

Elementos /K /P /S
Al 0,15+ 0,08 0,01 +£ 0,00 0,09 + 0,10
P 19,91 &+ 3,66 - 11,53 + 13,74
S 1,75 £ 3,22 0,42+ 1,10 -
Cl 0,35+ 0,15 0,12 + 0,07 0,58 + 1,27
K - 0,02 + 0,01 0,21 £ 0,39
Ca 260,44 + 62,57 | 15,49 4+ 3,84 | 149,54 4+ 163,43
Fe 0,27 £ 1,50 0,17 £ 0,55 0,15+ 0,15

Elementos /K /P /S
Al 0,11 £ 0,11 0,01 £ 0,01 0,12+ 0,12
P 11.58 + 6,81 - 16,77 + 18,02
S 2,37 £ 3,35 0,28 + 0,39 -
Cl 0,21+ 0,15 0,07 + 0,03 1,57 £1,98
K - 0,02 £+ 0,01 0,45+ 0,54
Ca 175,24 £119,76 | 14,77 £2,22 | 219,34 £ 221,18
Fe 0,23 + 0,33 0,03 + 0,03 0,19 £ 0,19
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Tabela IV: Valores de p obtidos a partir dos coeficientes dos varios elementos com o potéssio, fésforo e enxofre, entre o

grupo controlo e teste.

Elementos | /K /P /S
Al 0,44 | 0,28 | 0,36
0,26 - 0,48

S 0,49 | 0,30 | -
Cl 0,47 | 0,47 | 0,49
K - 0,04 | 0,45
Ca 0,29 | 0,28 | 0,49
Fe 0,19 | 0,18 | 0,34
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DISCUSSAO

Discussao

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da diabetes experimental no ligamento pe-
riodontal de ratos Wistar, através da caracterizagao elemental do ligamento periodontal
pela técnica de fluorescéncia de raio-X. Esta técnica é simples, rapida, econdémica e nao
destrutiva, pois o facto de ndo ser necessario uma preparacao prévia da amostra, foi uma
vantagem na elaboracéo deste trabalho?425. No entanto, o facto desta técnica utilizar uma
emissao de raio-X caracteristico superior a 1KeV limitou a detecdo de elementos que po-
diam ser importantes neste estudo como o carbono, oxigénio, azoto, oxigénio € o flior. Em
trabalhos futuros seria interessante usar uma técnica de caracterizagao elemental que con-
seguisse identificar elementos mais leves, tal como a particle-induced gamma ray emission
spectrometry 8.

Através da aplicagdo da técnica de fluorescéncia de raio-X, foram identificados os se-
guintes elementos nas amostras: calcio, fésforo, cloro, potassio, enxofre, ferro e aluminio.

O facto de ser estudada uma area reduzida, com alguma limitagao visual na amostra,
ndo nos permite eliminar a partida, a possibilidade de existir algum erro na localizagéo da
estrutura a analisar. Contudo, sabendo que foram encontrados valores semelhantes nas
estruturas elementais presentes nos grupos estudados é de admitir que esse erro tivesse
sido minimo. O facto de ndo haver alteragdes significativas na presenca de elementos
permite-nos suspeitar que na doenga em estudo ndo existam estas diferengas, pelo menos
numa fase inicial. Seria interessante repetir o estudo em varias fases de evolugédo desta
doenca e ainda com situagdes patoldgicas a envolver o ligamento periodontal com registo

histol6gico associado.
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O facto de haver uma alteragédo quantitativa da relacéo entre o P e 0 K, € muito inte-
ressante e deve traduzir uma alteragio estrutural e funcional muito inicial, pois foi a Unica
encontrada. Este facto é ainda um indicador importante que pode ser usado para estudo

da patogenia desta doenca ao nivel deste tecido.
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Conclusoes

De acordo com o estudo efectuado concluimos que é necessario uma repeticdo do
estudo com uma amostra maior. Contudo parece-nos razoavel aceitar desde ja que as
alteragbes patoldgicas se possam iniciar com alteragoes das relagdes entre os elementos
existentes na estrutura. Parece-nos urgente focar a nossa atencdo em alguns conceitos
basicos para a patologia humana, com o conceito de lesao e alteracdo molecular e/ou
elemental.

Propomos os seguintes conceitos:

Lesdo: alteragdo morfolégica que pode ser sempre documentada por registo histolé-
gico, sendo uma situagao que traduz uma alteragédo da fungéo, podendo ser reversivel ou
irreversivel.

Alteracao estrutural — funcional: alteracdo de uma estrutura do corpo humano néo tra-
duzida por alteragao morfolégica, documentada ao nivel atdmico e/ou molecular.

Assinatura elemental — conjunto de racios entre os elemento de um tecido, num dado
momento, avaliados em condi¢des estandardizadas.

Com aumentar do nosso conhecimento e capacidade técnica é presumivel que se passe
rapidamente para um nivel submicroscépico para o estudo da fisiologia e da patologia. O
nivel molecular ja é hoje bastante comum comecg¢ando agora a ser-mos levados para o nivel

atémico.
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