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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar por imagens radiograficas digitais o efeito da diabetes
no desenvolvimento da infecgdo pulpar e da doenga periodontal em ratos Wistar. Foram
utilizados 60 animais divididos em 6 grupos: 1 — ratos controle; 2 — ratos com infec¢ao
pulpar; 3 — ratos com doenca periodontal; 4 — ratos diabéticos; 5 — ratos diabéticos com
infeccado pulpar; 6 — ratos diabéticos com doencga periodontal. A diabete foi induzida por
meio de uma aplicagcdo de estreptozotocina cujo desenvolvimento da doenca foi
confirmado nas 24/48 horas subsequentes pela avaliagdo glicémica. Na sequéncia, nos
grupos 2 e 5 foi realizada a exposigao pulpar do primeiro molar superior direito para o
desenvolvimento da infecgédo pulpar. Nos grupos 3 e 6 foi realizada a ligadura junto ao
colo dentario do segundo molar superior esquerdo para o desenvolvimento da doenca
periodontal. Os animais foram sacrificados apds 30 dias e as maxilas direita e esquerda
foram removidas e separadas. As hemimaxilas foram radiografadas empregando-se o
aparelno GE 1000 e as imagens captadas de forma digital pelo software Digora for
Windows 1.51, utilizando a densidade radiografica no método de analise. Os dados foram
tabulados e submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguidos do teste de Tukey
(p<0.05). As analises radiograficas revelaram que ratos diabéticos apresentam lesdes
periapicais e periodontais significativamente maiores quando comparadas aos ratos
controles (p<0.05). Dessa forma o presente estudo indica que a diabetes acelera o

desenvolvimento e progressao de lesao periapical e doenga periodontal em ratos.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the effects of experimental diabetes on the
development of periapical lesions and/or periodontal disease by bone density
measurement. It were used 60 Wistar rats divided into 6 groups of 10 animals each: G1 -
normal rats, G2 - rats with pulpal disease, G3 - rats with periodontal disease, G4 - diabetic
rats, G5 - diabetic rats with pulpal disease, G6 - diabetic rats with periodontal disease.
Diabetes was induced using streptozotocin, the periapical lesions were induced by dental
pulp exposure to the oral environment and the periodontal disease by periodontal ligature.
The animals were killed after 30 days. The jaws were surgically removed and fixed in
formalin and then radiographed in a standardized positionand the images evaluated using

the Digora TM digital radiographic system. Bone mineral density data were tabulated
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according to each experimental group and statistically analyzed by analysis of variance
(ANOVA) followed by Turkey test (p<0.05).Radiographic analysis revealed that diabetic
rats presented significantly larger periapical and periodontal lesions when compared with
control rats (p<0.05).Data from the present study indicated that diabetes accelerates the

development and progression of periapical lesions and periodontal disease in rats.
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I- INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O Diabetes Mellitus € uma doenga metabdlica devido aos disturbios na produgao
de insulina resultando no metabolismo anormal de gordura, agucar e proteina produzindo
um estado hiperglicémico (American Diabetes Association, 2004, 2006). A insulina € um
hormonio produzido pelo pancreas e liberado constantemente em pequenas quantidades,
entretanto, quando ha consumo de alimento, a insulina €& liberada em maiores
quantidades. O corpo tem a habilidade de remover o excesso de glicose e estoca-la no
figado e musculo na forma de glucagon ou converté-la em gordura. Quando necessario, a
glicose armazenada ¢ liberada de volta a corrente sanguinea para ser levada as células
com auxilio da insulina. Em um paciente diabético, este processo esta alterado, pois a
glicose esta em excesso na corrente sanguinea devido a liberagéo insuficiente de insulina
pelo pancreas ou pela resisténcia celular a insulina (Guyton, 2002). Os primeiros registros
da doenca constam no Papirus de Ebers, em 1500ac. A expectativa para o ano de 2025,
segundo estudos de King et al., (1998) é de 300 milhdes de diabéticos no mundo sendo
11,6 milhdes no Brasil. Atualmente nosso pais ocupa o sexto lugar no ranking mundial em
relacdo ao numero de portadores desta disfungao, abrangendo cerca de 5 milhdes de

diabéticos.

Em 1997, a American Diabetes Association (ADA) divulgou os critérios de
diagndstico e classificagdo da Diabetes, os quais foram alterados em 2003 segundo
notificacdo do Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus
(Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus 1997; 2003)
Atualmente a classificacdo da Diabetes publicada pela ADA no periddico Diabetes Care

compreende (American Diabetes Association, 2006):
- Diabetes do tipo 1;

- Diabetes do tipo 2;

- Diabetes gestacional (GDM)

- Outros tipos especificos como: problemas genéticos na fungéo das células beta, defeitos
genéticos na agao de insulina, doengas do pancreas (fibrose cistica), endocrinopatias, ou
por meio de drogas ou produtos quimicos decorrente do tratamento de AIDS ou 6rgao
apos transplante (Mealey & Oates 2006; American Diabetes Association, 2004, 2006).

O diabetes tipo 2 usualmente se desenvolve ao longo do tempo e tipicamente

envolve reduzida resposta dos tecidos a insulina circulante. A diabetes é frequentemente



controlada pela dieta ou agentes hipoglicemiantes (Guyton, 2002). Se n&o controlada
através do monitoramento glicémico, dieta e peso, a diabetes tipo 2 pode contribuir para o
aumento na suscetibilidade a infec¢ao e inflamagado como aquelas da doenga periodontal
ou endodéntica (Offenbacker, 1996; lacopino, 2001; Soskolne & Klinger, 2001; Taylor,
2001; Lalla et al., 2001; Fouad, 2003).

Sabe-se que a Diabetes mellitus € uma doenga crénica e que possui
consequéncias graves para a saude geral assim como para a cavidade bucal. Segundo
Bender & Bender (2003), as manifestagdes bucais das infecgdes ocorrem mais
rapidamente e mais severamente no tipo 1 do que no tipo 2. A idade e duragao da doencga
além do grau de controle metabdlico podem influenciar esta situagdo. Ainda segundo o
autor, algumas queixas sao mais comuns em pacientes diabéticos como alteragdes

gustativas e xerostomia.

As alteragdes gustativas tém sido atribuidas a alteragdo nos receptores de glicose
ou as manifestagdes neuropaticas da diabetes (Bender & Bender 2003). A xerostomia &
decorrente do aumento das glandulas parétidas e da diminuigao fluxo salivar ocasionando
dificuldade em engolir alimentos secos. Esta diminuicdo do fluxo salivar influencia
diretamente na microflora oral (Ficara et al., 1975; Thorstensson et al., 1979) que por sua
vez, favorece a predisposi¢cao e o desenvolvimento da doenca carie, além de alteracbes
no periodonto (Moore et al., 2001; Herring & Shah 2006; Mealey & Rose 2008; Siudikiene
et al., 2008).

Uma prolongada condi¢cado hiperglicémica é o primeiro fator no desenvolvimento
das complicacbes do paciente diabético. A base bioquimica é a formacdo de uma
estrutura quimicamente irreversivel denominada AGE (Advanced Glycation End products).
Estes componentes derivados de glicose sdo formados lenta e continuamente em funcao
da concentracao de glicose no sangue. Os AGEs se acumulam no plasma e nos tecidos
de pacientes diabéticos (Brwonlee, 1992; Schimidt et al., 1996). Os macréfagos tém uma
afinidade pelo AGE e geralmente ajudam no turn over tecidual normal ligando-se ao
receptor RAGE (receptor advanced glycation endo products) ativando a sintese de TNF-a
e IL-1. Quando da sintese e secrecdo aumentadas, como na hiperglicemia, ocorre

degradacao tecidual (Vlassara et al., 1988).

Diabetes mellitus €, portanto, uma lesdo crbnica com sérias consequéncias
debilitantes ao longo de sua evolugdo e até o momento sem cura. A relagdo entre a

doenga bucal e a diabetes tem sido extensivamente estudada, particularmente com



relagdo a doencga periodontal. Os pacientes diabéticos mostram um aumento no risco a
infeccbes em geral e a doenga periodontal também ¢é atingida. Nota-se que pacientes
diabéticos tipo 2 tém o risco de desenvolvimento de doenga periodontal multiplicado por
trés sem relacdo com idade, sexo ou higiene bucal (Emrich et al., 1991). Estudos tém
mostrado que a doenga periodontal € uma das complicagcbes mais prevalentes do
paciente diabético (lacopino, 2001; Soskolne& Klinger, 2001; Taylor, 2001). A progressao
classica da doenca periodontal é relacionada ao acumulo de biofilme e calculo nas
superficies dentais e fatores de viruléncia bacteriana causando destruicdo do tecido
periodontal e osso alveolar (Page et al., 1997). Pacientes diabéticos tém resposta contra a
infeccao bacteriana comprometida participando no aumento do risco ao desenvolvimento
da doenga periodontal. Por outro lado, a infecgao periodontal pode exacerbar a condi¢ao
diabética (Grossi & Genco, 1998). Alguns estudos demonstrando a associagao dos
microrganismos com a prevaléncia e severidade da doenga periodontal mostraram que a
flora associada com o diabetes ndo parece diferir de pacientes ndo diabéticos (Taylor et
al., 1996), assim como pacientes que t€ém um controle do diabetes precario e periodontite

simultaneamente mostram aumento na progressao da periodontite.

Tradicionalmente, as complicagcbes do diabetes tém sido atribuidas ao estado
hiperglicémico, que com o tempo, resultam na glicosilagdo da estrutura das proteinases
lipideos que comprometem a matriz extracelular e o tecido conjuntivo, bem como os
tecidos vasculares. Estas mudancgas estruturais resultam numa funcao capilar alterada e
pobre profusdo sanguinea engatilhando um processo inflamatorio sistémico. A ativagéo
da inflamagdo resulta na elevacdo da proteina C-reativa importante para o
desenvolvimento da fase aguda da periodontite (Tanet al., 2004). Estudos mostraram que
pacientes diabéticos tem uma tendéncia a correlagdo com o grau de controle glicémico,
sugerindo que a doenga periodontal pode contribuir para o desbalanceamento metabdlico
e resultar em intolerancia & insulina em pacientes diabéticos tipo 2 (King et al., 2003;
Tanet al., 2004; Streja et al., 2003).

A inflamagcdo tem sido ressaltada como um importante fator na patogénese do
diabetes. Embora a lesdo periodontal seja um processo inflamatério localizado, um
significante impacto no controle do diabetes pode existir (D'Aiuto et al., 2005; Karima et
al., 2005; Kiran et al., 2005; Mealey, 2006; Saito et al., 2006; Talbert et al., 2006). Uma
intima relagéo entre bolsas profundas e o desenvolvimento de intolerancia a glicose ja foi
relatado (Saito et al., 2006). Por outro lado, condigdes subclinicas de periodontite crénica,

inflamagéao periodontal aguda e abscesso periodontal agudo ainda ndo foram bem



relacionados com o diabetes. Pontes Andersen (2006) reportaram a relagdo entre a
inflamacgéao periodontal aguda e resisténcia a insulina em ratos, e os resultados indicaram
que uma periodontite aguda combinada com diabetes causou um aumento de 30% na

intolerancia a insulina comparado ao grupo diabético sem periodontite.

A correlagdo entre a diabetes e as infecgbdes endoddnticas, em parte, ja foram
relatadas (Yamasaki et al., 1994; Kohsaka et al., 1996; Armada et al., 2006; Iwava et al.,
2006; Catanzaro et al., 2006; Leite et al., 2008).

As lesbes periapicais sao relacionadas primariamente a carie dental que propicia a
infeccao do sistema de canais radiculares. A reacédo dos tecidos periapicais aos irritantes
microbianos oriundos desta infecgdo gera as diferentes formas de lesédo periapical. O
tratamento endodéntico constituio elemento decisivo para o restabelecimento da
normalidade dos tecidos apicais e periapicais (Katebzadehet al., 2000; Kerekes &
Tronstad, 1979; Nakamura, 2004; Holland et al., 2003).

A infeccdo endodéntica também é muito prevalente na populagdo em geral
(Bergstrom et al., 1987; Odesjo et al., 1990; Ainamo et al., 1994; Seppala & Ainamo 1994,
Saunders & Saunders,1998; Palmqvist, 1986; Eriksen & Bjertness, 1991) e causada por
fatores microbianos muito semelhantes aqueles observados como etiolégicos das
doengas periodontais (Fouad, 2003), entretanto, ndo tem sido cientificamente explorada
na mesma magnitude que as doencgas periodontais. A literatura atual apresenta alguns
artigos que mencionam as infeccoes endoddnticas com um carater mais agressivo e
destrutivo em pacientes diabéticos (Armada et al., 2006; lwava et al., 2006; Catanzaro et
al., 2006; Leite et al., 2008).

Estudos de Armada et al. (2006) demonstraram que os ratos diabéticos sao mais
significativamente afetados por problemas de origem endodbnticas e sugerem uma
ligacdo com a diminuicdo da capacidade de defesa contra patégenos microbianos. Em
estudo semelhante, Iwava et al., (2006) também demonstraram que o grau de severidade
das lesdes foi maior em ratos diabéticos do que os controle. O trabalho sugere que as
circunstancias metabdlicas produzidas pelo tipo diabetes 2 realga o desenvolvimento de
lesbes periradicular nos ratos. Em trabalho de Catanzaro et. al., 2006 descreveu-se que a
diabetes Mellitus descontrolada € um fator de risco para o desenvolvimento de
complicacbes orais atuando como um fator critico que resulta em alteragdes de
mediadores inflamatérios e modificagdo nos componentes estruturais da polpa.
Acrescenta-se a este fato o relato de Leite et.al.,, 2008 que declararam que a Diabetes



pode interferir na nutricdo dos tecidos e pode prejudicar o metabolismo da polpa dentaria,

além de provocar estresse oxidativo em células e tecidos.

Modelos animais tém sido utilizados para estabelecer a relagao entre diabetes e as
infeccbes bucais. Lesbes periapicais induzidas em ratos hiperglicémicos foram maiores
que ratos nao diabéticos controle (Kohsaka et al., 1996). Camundongos diabéticos NOD
(diabetes tipo 1) mostraram mais lesdes periapicais prematuramente quando comparados
ao controle (ndo diabéticos), além disso, os camundongos diabéticos apds exposigao
pulpar mostraram maior perda de peso em relagdao aos camundongos diabéticos que nao
tiveram suas polpas dentais expostas ao meio oral, evidenciando aumento da morbidade ,
entretanto, ndo se observou diferenca na expressao de |IL-6 entre os animais diabéticos e
nao diabéticos (Fouad et al., 2002).

Diferentes métodos podem ser utilizados para se verificar a influéncia do quadro
sistémico no desenvolvimento da infeccdo pulpar e da doenca periodontal, sendo um
deles a avaliagdo por imagens. A partir da inflamacgao presente, as lesbdes pulpares e
periodontais levam a perda 6ssea. Essa perda Ossea se apresenta radiograficamente
como uma area radiolucida no local afetado e seu tamanho depende da severidade da

lesdao, bem como de fatores sistémicos associados.

A imagem radiografica € formada por diferentes tons de cinza. Considerando uma
escala numérica em que cada tom corresponda a um numero (um nivel de cinza), quanto
mais claro, maior o numero na escala. A imagem digital analisa 256 tons de cinza,
denominados de densidade radiografica, podendo com isso avaliar a perda éssea
ocasionada pelas infecgdes e seus fatores coadjuvantes. Neste particular, um dos
programas que pode ser empregado para esta avaliacdo € o Digora (Soredex Orion
Corporation; Finland). Baseado no sistema de placa fésforo ativado para captura de
imagens e manipulagdo das mesmas com rapidez de processamento e arquivo de dados,
este programa tem sido muito util para as pesquisas experimentais e clinicas (Oliveira et
al., 2011; Borges et al., 2011).

Percebe-se que ha uma influéncia direta da diabetes no desenvolvimento e
manutencdo da infeccdo endodbntica e periodontal, entretanto, também de forma
escassa, poucos trabalhos se preocuparam em analisar o seu grau de severidade por
meio de analise em imagens radiograficas digitais. Desta forma, procuramos desenvolver
um estudo que preencha parte das lacunas existentes na literatura atual buscando
investigar por meio da avaliacdo radiografica digital as alteracbes periapicais e



periodontais decorrentes da indugdo e progressdo da doenga pulpar e periodontal em

ratos diabéticos.

IT - OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi:
- Avaliar em imagens digitais, por meio da densidade radiografica, a influéncia da

diabetes no desenvolvimento das infec¢des pulpar e periodontal em ratos diabéticos.

IIT - MATERIAL E METODOS
Material

Animais

Foram utilizados 60 ratos machos (Rattus albinus, Wistar), pesando
aproximadamente 350g, provenientes do biotério da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba - UNESP. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura entre 22
e 24°C com ciclo de luz controlada (12 horas claro e 12 horas escuro) e em gaiolas
coletivas, quatro ratos por gaiola, alimentados durante todo o periodo experimental com
dieta solida e agua “ad libitum”, exceto nas primeiras 24 horas apds a intervencao. Os
procedimentos experimentais propostos neste estudo foram aprovados pelo comité de

conduta ética no uso de animais em experimentagéo (CEAE — UEM).

Drogas empregadas

Para anestesia dos animais foi utilizado via intramuscular um sedativo a base de
xilazina (Dopaser, Calier S.A. - Barcelona, Espanha — 10mg/Kg) e um anestésico a base
de Cloridrato de Ketamina a 5% (Vetanarcol, Konig S. A. — Avellaneda, Argentina —
25mg/Kg).

Para a indugao da diabetes foi utilizado via veia peniana uma dose de 60mg/kg de

estreptozotocina (Sigma®).

Sistema de analise por imagens
O aparelho de Raio x empregado foi da marca General Electric (General Electric
Company, Milwalkee, Wisconsin, EUA), modelo GE 1000, operando com 65 kVp, 10 mA,



tempo de exposig¢ao de 0,2 segundos e distancia foco-filme de 50cm. A captacéo foi feita
por meio de um sensor difésforo ativado.

Para avaliacdo das imagens radiograficas foi empregado a ferramenta especifica
do software Digora for Windows 1.51 utilizando a densidade radiografica no método de

analise.

Métodos

Inducao da diabetes

Na primeira fase do experimento todos os animais foram anestesiados via
intramuscular com uma associagcdo do sedativo Dopaser, a base de xilazina (relaxante
muscular, analgésico e sedativo), na dosagem de 10mg por Kilograma de peso corporal e
o anestésico Vetanarcol, a base de cloridrato de Ketamina a 5% na dosagem de 25mg por
Kilograma de peso corporal. Apds anestesia, metade dos animais (30 ratos), recebeu uma
dose de 60mg/kg de estreptozotocina dissolvida em tampéo citrato (0.01 m; pH 4,5), via
endovenosa (veia peniana). A outra metade (30 ratos) recebeu também por via
endovenosa solugdo salina (0.15m), com o intuito de promover nestes animais uma
inducao ficticia. No terceiro dia do experimento, foi realizada a dosagem de glicose
sanguinea para confirmacdo da hiperglicemia. A glicose sanguinea foi determinada
utilizando o Accu-Check Advantage Il com as fitas glicotestes e por meio de puncdo na
extremidade caudal. Foram selecionados os ratos que obtiverem resultados acima de 250
mg/dL e, este dia, foi considerado o primeiro dia da doencga Diabetes. Outros animais

foram adicionados ao estudo até que se complete o total de 30 ratos diabéticos.

Induciao da infeccio pulpar:

Na segunda fase do estudo, 20 ratos (grupos 2 e 5) foram novamente anestesiados
e as polpas dos primeiros molares superiores direitos de cada animal foram expostas,
empregando-se de uma broca em acgo carbono (Broca Ln LongNeck - Maillefer, Dentsply)
dotada de uma esfera na extremidade com 0,1mm de didmetro. Desta forma, todas as

exposigdes pulpares foram padronizadas de acordo com o diametro da broca.

Induc¢io da doenga periodontal:
Para o desenvolvimento da infecgéo periodontal, 20 animais (grupos 3 e 6) foram
anestesiados com o0 mesmo protocolo anestésico descrito anteriormente. Apds anestesia

foi realizada a ligadura ou amarria em torno do colo dentario do segundo molar superior



esquerdo de cada animal. A indugéo por ligadura foi descrita por Holzhausen et al. (2002)
e foi realizada com a colocagdo de um fio de algoddo numero 24, ao redor do segundo
molar superior, cujo posicionamento correto das ligaduras foi feito com o auxilio de uma
pinca modificada e de um espacador digital #25 empregado para o afastamento dos
dentes, facilitando a passagem do fio. As ligaduras permaneceram por todo o periodo

pos-operatorio.

Divisao em grupos:
Os grupos foram formados de acordo com as condi¢des sistémicas e procedimentos
locais de indugdo das doencas pulpares e periodontais e podem ser visualizados na

tabela 1.

Tabela 1 — Distribuicdo dos grupos experimentais de acordo com os procedimentos locais

e condigcoes sistémicas dos animais:

CONDICAOLOCAL
Normal Doenca Pulpar Doenca n
Periodontal
CONDICAO Normal Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 30
SISTEMICA Diabético Grupo 4 GrupO 5 GrupO 6 30

Os 60ratosemestudo foram divididos em6grupos experimentais, contendo 10
animais cada assim compostos:
e Grupo1: ratos controle;
e Grupo2: ratos portadores de infecgao pulpar induzida;
e Grupo3: ratos portadores de doencga periodontal induzida;
e Grupo 4: ratos diabéticos;
e Grupob: ratos diabéticos e portadores de infecgao pulpar induzida;
e Grupo6: ratos diabéticos e portadores de doenca periodontal induzida;
As infecgbes pulpares e/ou periodontais foram realizadas no quarto dia seguinte a

injegao de estreptozotocina empregada para o desenvolvimento da diabetes.

Sacrificio dos animais
Os ratos foram mortos aos 30 dias poés-operatérios com uma superdose de

cloridrato de ketamina (anestésico) que sera injetada no coragdo. Apds sacrificio, sera



removida toda a pele correspondente a face direita e esquerda do animal e com dois
cortes com tesoura, situados no angulo da boca, sera realizada a separagdo da
mandibula e maxila. Empregando uma Iamina intercambiavel n°15, montada em cabo de
bisturi, foi realizada uma incisdo em profundidade no palato do animal ao nivel de plano
sagital mediano acompanhando a sutura intermaxilar separando a maxila direita da
esquerda. Separadas as maxilas e, empregando-se novamente uma tesoura, foi realizado
outro corte de modo a tangenciar a face distal dos molares superiores direitos,
possibilitando a obtengcdo da hemimaxila direita e esquerda contendo os dentes

posteriores, objeto do estudo.

Analise Radiografica:

As hemimaxilas de todos os grupos foram radiografadas empregando o aparelho de
raio-x General Electric (General Electric Company, Milwalkee, Wisconsin, EUA), modelo
GE 1000 e analisadas usando o software Digora® (Soredex, Orion Corporation, Helsinki,
Finlandia), totalizando 60 imagens radiograficas digitais, sendo 10 por grupo (Figura 1 e
2).
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Figura 1 — Mensuracao da densidade oOptica junto ao periapice dentario empregando
e Software Digora®.

Foram realizadas mensuragdes junto aos tecidos periapicais (Figura 1) e periodontais

(figura 2).
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Figura 2 — Mensuragao da densidade optica junto ao periodonto lateral empregando e
Software Digora®.

As lesdes foram mensuradas por meio da avaliacdo da densidade optica (DO), em
valores de pixels, que foram realizadas de acordo comas especificagdes do programa de
imagem (Digora for Windows5.1) utilizado. Para realizar a leitura foi selecionada uma area
quando da mensuragao junto ao periapice dentario (Figura 1) no local onde a lesao foi
observada e em local correspondente nos ratos controle. Para a lesao periodontal foi
realizada a medida linear junto ao periodonto lateral (Figura 2) no local correspondente a

perda em altura da crista 6ssea alveolar e em local semelhante nos ratos controle.



Analise estatistica:

Os valores aferidos foram tabulados de acordo com cada grupo experimental e
submetidos a analise estatistica por meio da analise da variancia (ANOVA). Em seguida,
foi utilizado o teste de Tukey (Tabela 5 e 6), em nivel de significancia de 5% (p<0,05),

para comparacgao individual.

IV - RESULTADOS

O nivel glicémico dos animais foi mensurado no primeiro, no terceiro e no ultimo dia
do experimento. Esta avaliagdo objetivou comprovar o estado sistémico dos animais,
evidenciando a efetividade do modelo de inducdo da diabetes empregado. Assim os

resultados desta analise estdo expostos na tabela 2.

Table 2 — Médias e desvio padrdo (SD) dos niveis glicémicos (mg/dL) de acordo com o

grupo

Niveis glicémicos (mg/dL) + SD*

Group Dia1 Dia 3 Dia 30 n
G1 75.2 + 11.22 104.8 + 9.92 101.3 + 10.12 10
G2 75.0 + 10.72 109.3 + 6.9° 96.8 + 8.8° 10
G3 76.2 +9.22 103.5 + 12.12 94.5+ 7.92 10
G4 77.7 +8.8° 328.2 + 37.8° 361.8 +42.9° 10
G5 77.4 +10.13 328.1 +46.1° 364.3 + 39.1° 10
G6 78.4 +7.6° 316.9 + 38.4° 376.5 +44.7° 10

*Letras iguais ndo indicam diferencga estatistica (p > 0.05).

Pode-se observar curvas glicémicas semelhantes nos grupos em que 0s animais
foram submetidos a indugao ficticia, comprovando o carater normoglicémico dos animais
dos grupos 1 a 3. Da mesma forma, observaram-se curvas glicEmicas semelhantes,
porém denotando glicemia acima de 250mg/dL para os grupos em que foi realizada a

indugéo da diabetes por meio da inje¢cao de estrepozotocina.

Assim pode-se dizer que todos os animais dos grupos 1 a 3 apresentaram aspectos
de normalidade durante todo o tempo experimental. Por outro lado, os animais dos grupos



4 a 6 apresentaram poliuria e polidipsia, além de altos niveis glicémicos, comprovando a

diabetes.

Com relagao aos achados radiograficos pode-se observar aspectos de normalidade
junto aos tecidos periapicais e periodontais dos animais normoglicémicos, sem infec¢ao
pulpar ou periodontal (Figura 3). O grupo controle com diabetes (Figura 4) denotou
aspectos semelhantes ao grupo controle (G1). Os grupos com infecgdo pulpar e
periodontal apresentaram alteracbes na densidade Ossea evidenciando o
desenvolvimento da infecgéo tanto no periapice quando no periodonto lateral (Figuras 5 e
7, respectivamente). A presenca da diabetes intensificou o processo reabsortivo tanto no
periapice (Figura 6), para os casos de infec¢do pulpar, quanto para o periodonto lateral

(Figura 8) para os casos de doenca periodontal.




Figura 4 - Imagem radiografica da maxila de rato diabético, sem infecgao (G4)



Figura 5 - Imagem radiografica da maxila de rato normoglicémico com infecgéo pulpar
(G2)

Figura 6 - Imagem radiografica da maxila de rato diabético, com infecgéo pulpar (G5)



Figura 7 - Imagem radiografica da maxila de um rato normoglicémico, com lesao
periodontal (G3)

Figura 8 - Imagem radiografica da maxila de um rato diabético, com lesdo periodontal
(G6)



A Tabela 3 fornece os dados da Densidade Otica Positiva do periapice e periodonto,
nos 60 ratos submetidos a analise, contendo os valores da Densidade minima, Densidade

Maxima e suas respectivas médias e desvio padrao.

Tabela 3 — Valores das Densidades Oticas Positivas mensuradas no periapice e

periodonto de ratos.

DENSIDADES OTICAS POSITIVAS

Peridpice Periodonto
Grupo Rato Min+ Max+ Med+ Dp+ Min+ Max+ Med+ Dp+
1 105 148 131,5 5,7 123 151 136,4 7,5
2 101 153 129,5 9,6 122 142 133,7 51
3 114 155 140,5 6,9 123 155 141,3 6,6
4 119 159 145,7 7,2 137 153 147,8 4,6
1 5 118 153 137,9 5,6 133 161 152 7,5
6 135 164 147,9 5 137 164 151,4 5,7
7 123 155 140,8 5,2 136 153 140,4 4
8 131 167 151,7 6,6 152 167 157 3,5
9 103 153 124,9 6,2 108 145 132 12,2
10 131 150 140,4 3,6 131 149 141,7 4,8
11 88 124 104,2 6,7 0 0 0 0
12 87 130 105,9 8,3 0 0 0 0
13 99 126 110,6 5,4 0 0 0 0
14 109 132 120 5,8 0 0 0 0
5 15 106 134 118,7 5 0 0 0 0
16 93 133 111,4 8 0 0 0 0
17 101 132 117 7,3 0 0 0 0
18 104 120 111 3,3 0 0 0 0
19 104 133 116 5 0 0 0 0
20 96 121 110 4,5 0 0 0 0
21 0 0 0 0 121 150 135 7,8
22 0 0 0 0 118 145 129,7 6,7
23 0 0 0 0 111 134 121 5,4
24 0 0 0 0 110 142 121 7,6
3 25 0 0 0 0 105 154 129 14,3
26 0 0 0 0 93 141 112 15
27 0 0 0 0 98 123 115 5
28 0 0 0 0 111 126 119 3,6
29 0 0 0 0 100 152 126 15
30 0 0 0 0 112 139 124 9,1
31 116 135 124,1 3,5 144 158 151,2 3,4
32 99 120 109 3,6 148 166 158 5,9
4 33 101 132 114 6,5 127 153 144,1 5,9
34 114 172 148,6 9,8 111 124 117 4,7
35 114 177 143 10,1 107 125 116 5,5
36 123 167 144,2 9,5 129 173 154,3 11,4




37 91 129 107 7,7 139 158 145,4 4,1

38 113 147 129 5,9 86 115 99 8,2
39 135 164 147,9 5 137 164 151,4 5,7
40 119 159 145,7 7,2 137 153 147,8 4,6
41 82 115 94,7 6,1 0 0 0 0
42 80 114 98,7 4,8 0 0 0 0
43 89 129 105 6,5 0 0 0 0
44 85 114 99,6 4,8 0 0 0 0
5 45 75 111 92,8 7,2 0 0 0 0
46 72 112 87,2 5,9 0 0 0 0
47 76 111 90,5 6,3 0 0 0 0
48 85 112 96,6 51 0 0 0 0
49 78 109 89,9 5,3 0 0 0 0
50 72 112 87,2 5,9 0 0 0 0
51 0 0 0 0 68 130 95,2 12
52 0 0 0 0 92 116 104 51
53 0 0 0 0 85 105 96,2 5,3
54 0 0 0 0 83 103 92 4,1
6 55 0 0 0 0 78 109 94 7
56 0 0 0 0 76 104 87,1 8,5
57 0 0 0 0 75 104 88,9 9,6
58 0 0 0 0 121 139 126 3,9
59 0 0 0 0 106 129 121 6,3
60 0 0 0 0 82 129 111 16

A Tabela 4 fornece os dados da Densidade Otica Negativa, feita nos mesmos

padrdes de analise da tabela 3, evidenciando coeréncia nos resultados.

Tabela 4 — Valores das Densidades Oticas Negativas mensuradas no periapice e

periodonto de ratos

DENSIDADES OTICAS NEGATIVAS

Peridpice Periodonto
Grupo Rato Min- Max- Med- Dp- Min- Max- Med- Dp-
1 108 147 122,8 5,7 112 128 120,7 4
2 102 143 121,3 6,1 116 136 121,6 4,4
3 94 143 114,4 11,3 96 112 105,9 4,2
4 96 116 105 3,7 86 103 96,1 4,1
1 5 102 132 114,9 4,6 100 136 124 9,8
6 91 120 106,1 4,7 96 115 104,1 4,3
7 98 127 110,2 4,6 100 119 109,1 5,9
8 92 136 109,7 9,5 95 129 112,8 9,3
9 119 139 128,2 4,4 119 127 122,1 1,9
10 104 132 117,12 4,3 104 131 117 5,5




11 131 167 152,9 6,4 0 0 0 0
12 140 171 155,5 5,5 0 0 0 0
13 129 156 143,9 5,2 0 0 0 0
14 123 146 134,9 5,5 0 0 0 0
15 121 149 137,7 4,2 0 0 0 0
16 135 162 149 5,5 0 0 0 0
17 133 150 142 3,9 0 0 0 0
18 129 152 142 4,5 0 0 0 0
19 121 161 139 5,6 0 0 0 0
20 135 155 144 4,8 0 0 0 0
21 0 0 0 0 119 157 141 12
22 0 0 0 0 105 118 110,9 3
23 0 0 0 0 137 147 143 2,7
24 0 0 0 0 120 157 140 12
25 0 0 0 0 102 133 114 7
26 0 0 0 0 114 153 133 13
27 0 0 0 0 132 143 137 2,7
28 0 0 0 0 124 146 135 6,1
29 0 0 0 0 103 155 138 15
30 0 0 0 0 119 153 139 10
31 123 142 132,2 4 91 109 97,8 4,2
32 135 151 141 4,3 94 117 104,2 5,8
33 140 154 148 2,9 99 128 109,6 6,6
34 89 117 105,6 5,71 133 144 140 3,1
35 99 141 120,25 7,1 131 148 143 3,9
36 98 128 111,7 51 90 107 98,4 4,1
37 143 165 153 3,7 82 130 102 9
38 108 140 123 5,4 140 173 155,3 8,6
39 91 120 106,1 4,7 96 115 104,1 4,3
40 96 116 105 3,7 86 103 96,1 4,1
41 138 173 157 7,3 0 0 0 0
42 141 175 155 5,2 0 0 0 0
43 127 164 147 6.2 0 0 0 0
44 139 170 155 4,9 0 0 0 0
45 132 180 163,6 6,6 0 0 0 0
46 160 183 170,8 4,4 0 0 0 0
47 144 179 164,5 6,4 0 0 0 0
48 138 170 156,6 6 0 0 0 0
49 144 177 164,9 5,3 0 0 0 0
50 160 183 170,8 4,4 0 0 0 0
51 0 0 0 0 139 187 165 7,3
52 0 0 0 0 143 153 147 2,7
53 0 0 0 0 160 179 171 6
54 0 0 0 0 155 171 163 4
55 0 0 0 0 153 180 160 6,6
56 0 0 0 0 151 189 167,9 8,9
57 0 0 0 0 151 180 166,1 9,6
58 0 0 0 0 105 131 124 7,4
59 0 0 0 0 120 138 129,9 4,3




60 0 0 0 0 129 176 152 15,4

A partir dos resultados individuais foi possivel realizar a analise estatistica para a
infeccado pulpar (Tabela 5) e para a infecgdo periodontal (Tabela 6). As médias e desvio

padrao para todos os grupos estao apresentados nas Tabelas 5 e 6:

Tabela 5 - Médias e desvio padrao dos valores obtidos junto ao periapice dentario

Grupo Média Desvio Padrao N. de Valores
G1 139,0800 8,42810114 10
G2 112,4800 5,30153018 10
G4 131,2500 16,7653246 10
G5 94,22000 5,81373852 10

Tabela 6 — Médias e desvio padrao dos valores obtidos junto ao periodonto lateral

Grupo Média Desvio Padrao N. de Valores
G1 143,3700 8,37735705 10
G3 123,1700 7,02061251 10
G4 138,4200 20,1431984 10
G6 101,6400 13,4701480 10

Foram realizadas as seguintes comparagdes entre grupos:
1 — Comparagao entre os grupos de ratos normoglicémicos, diabéticos,
portadores de leséo periapical induzida ou ndo (G1 x G2 x G4 x G5); (Tabela 7)

Tabela 7 — Comparacgao pelo teste de Tukeypara os grupos G1, G2, G4 e G5

G1 G2 G4 G5

G1

G2

G4

G5

Observaram-se diferengas esperadas entre o grupo controle e diabético sem
infecgbes contra os grupos portadores de infe¢gées pulpares (G1xG2, G1xG5 e G4xG2,

G4xG5). Além disso, pode-se observar que a presenga da diabetes intensificou o



processo destrutivo na regido periapical de forma significativa, que pode ser comprovado
pela Densidade Otica (G2xG5) (p = 0,001445).

2 — Comparagao entre os grupos de ratos normoglicémicos, diabéticos,

portadores de lesdo periodontal induzida ou ndo (G1 x G3 x G4 x G6); (Tabela 8)

Tabela 8 — Comparacgao pelo teste de Tukey para os grupos G1, G3, G4 e G6

G1 G3 G4 G6

G1

G3

G4

Go6

Observou-se também, diferengas esperadas entre o grupo controle e diabético
sem infecgbes contra os portadores de infegdes periodontais (G1xG3, G1xG6 e G4xG3,
G4xG6). Também de forma semelhante a comparagédo realizada com os grupos de
infeccdo pulpar, pode-se observar que a presenga da diabetes intensificou o processo
destrutivo na regiao do periodonto lateral de forma significativa, que pode ser comprovado
pela Densidade Otica (G3xG6) (p = 0,009137).

V-DISCUSSAO

Dentre as manifestacdes orais da diabetes, destacam-se a ocorréncia e aumento
da severidade da doenca periodontal crénica, aumento da predisposicdo a infeccoes,
abscessos periodontais (Lée, 1993; Nishimura, 1998; Lallaet al., 2000), como também
aumento de alteragdes pulpares e predisposi¢ao a carie (Leite et al., 2008). Esta pesquisa
avaliou, através de imagens digitais, as alteragbes na densidade Ossea maxilar
decorrentes da indugao e progressao da doencga pulpar e periodontal em ratos diabéticos.

Foram utilizados ratos Wistar, pela similaridade anatomica dos tecidos periapicais e
periodontais em relagdo aos humanos. Nestes animais, as estruturas identificadas, tais
como o complexo dentinho pulpar, os epitélios gengival oral, sulcular e juncional, as fibras
colagenas do ligamento periodontal, o cemento celular e acelular e o osso alveolar, do
ponto de vista histoldgico sdo semelhantes (Page & Schroeder, 1982). Assim a imagem
radiografica obtida das regides de interesse também pode ser correlacionada com os

estudos em humanos.



Ainda com relagdo a estrutura dos tecidos dentarios, de sustentacdo e suporte
dos ratos Wistar, as dimensdes de cada estrutura diferem dos humanos, no entanto os
grupos controle permitem identificar a degradacdo e destruicdo tecidual dos grupos
experimentais em proporgdes relativas as originais.

Mais uma caracteristica do modelo utilizado é que o periodonto dos ratos, devido
a uma perda Ossea fisiologica ou pela prépria indugdo da doenga periodontal, pode
apresentar-se reduzido (Klausen, 1991). Além dos grupos controle, foram utilizados ratos
com a mesma idade e peso inicial similar para isolar esta variavel.

Quanto ao método de indugdo da diabetes considera-se o tipo de droga, a
dosagem e a via de administracdo. A droga de escolha foi a estreptozotocina por ser
segura e utilizada em inumeras experimentagdes com indice de sucesso alto no
percentual de inducao (Leite et al., 2008; Garber et al., 2009; Kador et al., 2011).

A estreptozotocina é utilizada para a inducado da diabetes experimental ha muito
tempo e ainda é alvo de discussdo seu mecanismo de acéo téxico sobre as células do
pancreas. Em 1960, Herr et al., isolaram e caracterizaram a estreptozotocina como um
antimicrobiano de largo espectro a partir de colénias de Streptomyces achromogenes.
(Herr et al., 1960). Mais tarde, apds trés anos, Rakietenet al., estabeleceram que 50mg/kg
de estreptozotocina via endovenosa produzia diabetes mellitus em ratos e cées (Rakieten
et al., 1963).

Um detalhe a ser observado é a via de administragcado, devido a sua influencia na
quantidade da droga necessaria para provocar as alteragdes enddcrinas e desenvolver o
quadro da diabetes (Delfino et al., 2002). A via endovenosa, possui a dosagem
recomendada de 60mg/kg (Catanzaro et al., 2006; Leite et al., 2008), ja via intraperitoneal
€ de 70mg/kg (Garber et al., 2009). No presente experimento foi empregada a inje¢ao via
veia peniana, possibilitando uma reducao na quantidade da droga e diminuindo os efeitos
colaterais. Sendo assim, pode-se afirmar que a administragdo da estreptozotocina na
dosagem de 60mg/kg via endovenosa em ratos Wistar, acarretou alteracées enddcrinas
elevando o nivel glicémico dos animais acima de 250mg/dl, podendo representar o
modelo da diabetes em murinos.

Quanto ao método de inducdo da infegcdo pulpar, constatou-se que o método
utilizado produziu semelhantes alteragdes entre os espécimes de um mesmo grupo,
aspecto que denota o sucesso da inducao e a confiabilidade de poder ser empregada em
pesquisas que envolvam os tecidos do endodonto, assim como demonstrado em outros
estudos (lwama et al., 2003, 2006; Armada-Dias et al., 2006).



O método utilizado para a indugdo da doencga periodontal, foi baseado no estudo
de Holzhausen e colaboradores (Holzhausen et al., 2002). Observou-se em todos os
espécimes do mesmo grupo padrao semelhante do perfil da doenga periodontal
evidenciando a confianga no método empregado para o estudo dos tecidos periodontais,
assim como demonstrado em outros experimentos (Lui et al., 2006; Bezerra et al., 2008;
Gomes et al., 2009).

Quanto ao método radiografico empregado, os sistemas radiograficos digitais
intra-orais apresentam varias vantagens em comparagcdo aos filmes radiograficos
convencionais. Fatores como a menor exposigcdo do paciente a radiagdo devem ser
levados em consideracgao, visto o efeito da radiagdo acumulativa em exames de controle
intensivo. Além disso, a obtencdo de uma imagem mais rapida, mais nitida e obtida de
forma digital sdo vantagens a serem ressaltadas.

A avaliagdo por ferramentas digitais empregando o valor de pixel representa
maior seguranga na leitura dos resultados e no fornecimento de dados para a analise
estatistica (Balto et al., 2000; Grecca et al., 2001; Schmitd et al., 2008). A avaliagdo da
perda Ossea periapical mensurado por area e da crista 0ssea alveolar mensurado por
linha, sdo métodos comumente empregados na mensuragdo de dados desta natureza
(Kohsaka et al., 1996,).

Radiografias nem sempre refletem a extensado do processo destrutivo nos tecidos
periapicais e, geralmente, sub-representam o tamanho de uma lesdo. Estudos tém
sugerido que o envolvimento patologico da tabua cortical, ou pelo menos das trabéculas
Osseas,é um pré-requisito para a detecgéo radiografica de patologias periapicais (Farman
et al., 1998;). No entanto, lesdes periapicais confinadas ao 0sso esponjoso poderiam ser
detectadas radiograficamente usando os valores de pixel,uma das ferramentas da
imagem digital, ou histograma. Marmary et al., 1999; Grecca et al., 2001).

A captura através das placas possui a vantagem de apresentar menos ruido e
uma imagem de melhor qualidade do que os outros sistemas diretos, além de ser mais
sensivel a pequenas variagdes da fonte de exposicdo em comparagao com os filmes
convencionais, e deve ser usado quando pequenas diferencas de contraste sao
importantes. (Hildebold et al., 1997, Kashima et al., 1995). As imagens obtidas foram
baixadas ap6s a tomada radiografica, ja que o tempo entre 0 momento em que se realiza
a tomada radiografica e 0 momento em que elas sédo baixadas também exerce influéncia

nos valores de pixel (Borg et al., 2000; Freitas et al., 2006).



A severidade e progressdo da doencga periodontal tém sido demonstrada em
maior aumento em individuos diabéticos (Cianciola et al 1982). De forma semelhante
aliteratura demonstra que as doencgas pulpares de forma geral podem ser agravadas pelo
quadro da diabetes (Fouad et al., 2002, 2003; Iwama et al., 2003, 2006; Armada-Dias et
al., 2006; de Almeida et al., 2008). Curiosamente, muito poucos estudos investigaram a
possivel associagdo entre ambas as formas de diabetes e infecgdes dentarias de origem
pulpar e periodontal (Falk et al, 1989). Um estudo anterior confirmou radiograficamente a
presenga e intensidade da reabsorgcéo dssea observada também pelo estudo histologico,
na regido do primeiro molar mandibular onde foi induzida a lesdo periapical, entretanto,
nao foi verificado este perfil no modelo da diabetes (Teixeira et al 2010).

Comparando os grupos 1 e 4, ou seja ratos normais contra diabéticos, sem
infeccdo, pdde-se observar que a diabetes por si s6 nao produziu alteragdes no
periodonto de sustentacdo ou no periapice dentario até o periodo de observacdo de 30
dias. Por outro lado, outros estudos avaliaram as alteragbes morfolégicas do tecido
gengival em funcdo da presenca da diabetes em ratos, cujos grupos avaliados se
assemelham aos grupos 1 e 4 do presente estudo (Claudino et al., 2007; Tesseromatis et
al., 2009). Estes estudos demonstraram alteragdes inflamatérias e vasculares
significativas junto ao tecido gengival nos ratos diabéticos. Apesar de uma analise
diferente, nossos resultados ndo evidenciaram qualquer alteragdo no periodonto. Deve-se
acrescentar que nestes estudos foram utilizados maiores periodos de observacao.
Acredita-se que o periodo de observacgao influencie diretamente no aparecimento de tais
alteracdes. No presente estudo a observacado foi em 30 dias, enquanto outros estudos
acompanharam de 90 até 360 dias apds a indugéo (Claudino et al., 2007; Tesseromatis et
al., 2009).

Com relagao aos grupos portadores de infecgao pulpar, com consequente lesédo
periapical, pode-se observar que a diabetes intensificou o processo destrutivo junto ao
periapice dentario. Estudos de Kohsaka 1996, onde foi usado metodologia semelhante
porém analise no primeiro molar mandibular, a inflamagao no ligamento periodontal apical
e reabsorcao radicular e reabsorgcao dssea alveolar foram mais severas do que nos ratos
controle. Este estudo também revelou histometricamente que, em ratos experimentais,
lesdes na area periapical foram significativamente maiores do que aqueles em ratos de
controlo. No estudo de Armada Dias, 2006 a analise radiografica também revelou que os
ratos diabéticos apresentavam lesdes perirradiculares significativamente maior quando

em comparacao com ratos normais, independentemente do periodo experimental.



De forma semelhante a comparagado entre os grupos portadores de infec¢ao
periapical, a correlagdo entre os grupos de ratos portadores de lesdo periodontal com e
sem diabetes também denotou exacerbagdo do processo destrutivo junto ao periodonto

lateral.

VI - CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo indicam que:

v' A diabetes ndo produziu alteragbes significativas em imagens radiograficas
digitais, junto aos tecidos periapicais e periodontais de animais sem infecgbes
orais, até o periodo de 30 dias;

v" A presenca da diabetes intensificou a perda da densidade éssea periapical em
animais portadores de infecgao pulpar;

v' A presenca da diabetes intensificou a perda da densidade éssea periodontal

em animais portadores de doenga periodontal.
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