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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a inter-relagdo entre as doengas pulpar e/ou
periodontal e a doenga sistémica diabetes, por meio do monitoramento glicémico. Foram
utilizados 80 ratos da linhagem Wistar divididos aleatoriamente em 8 grupos de 10 animais:
G1 — ratos saudaveis; G2 — ratos com doenga pulpar; G3 — ratos com doenga periodontal; G4
— ratos com doenga pulpar e periodontal; G5 — ratos diabéticos; G6 — ratos diabéticos com
doenca pulpar; G7 — ratos diabéticos com doenca periodontal; G8 — ratos diabéticos com
doenca pulpar e periodontal. A diabete foi induzida pela aplicagdo de estreptozotocina, a
infecdo pulpar pela exposi¢do da polpa dentaria ao meio oral e a doenga periodontal pela
confec¢do de amarria junto ao colo dentdrio. Os animais foram monitorados por avaliagdao
glicémica durante todo o periodo experimental e sacrificados ap6s 30 dias. Pode-se observar
que em todos os grupos de ratos ndo diabéticos as curvas glicémicas foram semelhantes.
Entretanto, qualquer associa¢do da doencga local foi suficiente para elevar ainda mais o nivel
glicémico dos animais diabéticos. Pode-se concluir que a doenga pulpar isolada nao influencia
de forma significante na glicemia de ratos diabéticos, porém a doenga periodontal isolada ou

associada com a doenga pulpar influencia os niveis glicémicos de ratos diabéticos.

Palavras-Chave: Diabetes. Doenga pulpar. Doenca periodontal.
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Abstract

The objective of this work was to evaluate the interrelationship between pulp and/or
periodontal diseases and diabetes systemic disease by glycemic monitoring. 80 mice of the
Wistar family were used and divided into 8 groups of 10 animals: G1 — healthy mice; G2 —
Pulp disease affected mice; G3 — periodontal disease affected mice; G4 — pulp and periodontal
diseases affected mice; G5 — diabetic mice; G6 — diabetes and pulp disease affected mice; G7
— diabetes and pulp disease affected mice; G8 — diabetes, pulp and periodontal diseases
affected mice. The diabetes was induced by applying streptozotocin, the pulp infection by the
dental pulp exposure to oral environment and the periodontal disease by the manufacturing of
obstruction of the dental cervix. The animals were assessed via glycemic monitoring
throughout the experimental period and sacrificed after 30 dias. Was possible notice that in all
groups of mice nondiabetic glucose curves were similar. However, any local diseases
association was enough to raise the glucose levels of diabetic animals even higher. It was
concluded that pulp disease alone not influences on blood glucose in diabetic mice, but
periodontal disease alone or disease associated with the pulp influences glucose levels in

diabetic mice.

Keywords: Diabetes. Pulp disease. Periodontal disease.
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1 Introducao

O Diabetes Mellitus ¢ uma doenga metabodlica devido aos disturbios na producao 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 normalmente liberado constantemente em pequenas
quantidades, mas quando do 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 glicogénio 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 liberacdo insuficiente de insulina pelo pancreas ou pela
resisténcia celular a insulina (Guyton, 2002). Os primeiros registros da doenga constam no
Papirus de Ebers, em 1500ac. As expectativa para o ano de 2025, segundo estudos de King et
al. (1998) ¢ de 300 milhdes de diabéticos no mundo sendo 11,6 milhdes no Brasil. Atualmente
nosso pais ocupa o sexto lugar no ranking mundial em relagdo ao niimero de portadores desta
disfuncdo, abrangendo cerca de 5 milhdes de diabéticos.

Em 1997, a American Diabetes Association (ADA) divulgou os critérios de
diagnostico e classificagdo da Diabetes, os quais foram alterados em 2003 segundo
notificagdo 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 classificagdo 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 fun¢do das células beta, defeitos
genéticos na acdo de insulina, doencgas do pancreas (fibrose cistica), endocrinopatias, ou por
meio de drogas ou produtos quimicos decorrente do tratamento de AIDS ou o6rgdo apds
transplante ( American Diabetes Association, 2004, 2006; Mealey & Oates, 2006).

O diabetes tipo 2 usualmente se desenvolve ao longo do tempo e tipicamente envolve
reduzida resposta dos tecidos a insulina circulante. A diabetes ¢ freqiientemente controlada
pela dieta ou agentes hipoglicemiantes (Guyton, 2002). Se ndo controlada através do

monitoramento a glicemia, dieta e peso, a diabetes tipo 2 pode contribuir para o aumento na
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suscetibilidade a infec¢do e inflamagdo como aquelas da doencga periodontal ou endoddntica
(Fouad, 2003; Iacopino, 2001; Lalla et al., 2001; Offenbacker, 1996; Soskolne & Klinger,
2001; Taylor, 2001).

Sabe-se que a Diabetes mellitus ¢ uma doenga cronica e que possui conseqiiéncias
graves para a saude geral assim como da cavidade bucal. Segundo Bender & Bender (2003),
as manifestacdes bucais das infec¢cdes ocorrem mais rapidamente e mais severamente no tipo
1 do que no tipo 2. A idade e duragdo da doenga além do grau de controle metabdlico podem
influenciar esta situacdo. Ainda segundo o autor, algumas queixas sdo mais comuns em
pacientes diabéticos como alteragdes no paladar e a chamada “boca seca” (xerostomia).

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

Uma prolongada condi¢ao hiperglicémica € o primeiro fator no desenvolvimento das
complicagdes do paciente diabético. A base bioquimica ¢ a formag¢do de uma estrutura
quimicamente irreversivel denominada AGE (Advanced Glycation Endproducts). Estes
componentes derivados de glicose sdo formados lenta e continuamente em funcdo da
concentragdo de glicose no sangue. Os AGEs se acumulam no plasma e nos tecidos de
pacientes diabéticos (Brwonlee, 1992; Schimidt et al. 1996). Os macrofagos tém uma
afinidade pelo AGE e geralmente ajudam no turn over tecidual normal ligando-se ao receptor
RAGE (receptor advanced glycation endoproducts) ativando a sintese de TNF-a e IL-1.
Quando da sintese e secre¢do aumentadas, como na hiperglicemia, ocorre degradacado tecidual
(Vlassara et al, 1988).

Diabetes mellitus €, portanto, uma lesdo cronica com sérias conseqiiéncias debilitantes
ao longo de sua evolucdo e até o momento sem cura. A relacdo entre a doenga bucal e a
diabetes tem sido extensivamente estudada, particularmente com relagdo a doenca
periodontal. Os pacientes diabéticos mostram um aumento no risco & infeccdes em geral e a
doenca periodontal também ¢ atingida. Nota-se que pacientes diabéticos tipo 2 t€ém o risco de
desenvolvimento de doenga periodontal multiplicado por trés sem relacdo com idade, sexo ou
higiene bucal (Emrich et al, 1991). Estudos t€ém mostrado que a doenca periodontal ¢ uma das

complicagdes mais prevalentes do paciente diabético (Iacopino, 2001; Soskolne & Klinger,
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2001; Taylor, 2001). A progressdo classica da doenga periodontal ¢ relacionada ao acimulo
de biofilme e calculo nas superficies dentais e fatores de viruléncia bacteriana causando
destruicao do tecido periodontal e osso alveolar (Page et al., 1997). Pacientes diabéticos tém
resposta contra a infec¢do bacteriana comprometida participando no aumento do risco ao
desenvolvimento da doenca periodontal. Por outro lado, a infeccdo periodontal pode
exacerbar a condicdo diabética (Grossi & Genco, 1998). Alguns estudos demonstrando a
associacao dos microorganismos com a prevaléncia e severidade da doenca periodontal
mostraram que a flora associada com o diabetes ndo parece diferir de pacientes ndo diabéticos
(Taylor et al. 1996), assim como pacientes que tém um controle do diabetes precario e
periodontite simultaneamente mostram aumento na progressao da periodontite.

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

A influencia da diabetes nas infec¢des endodonticas também ja foram relatadas
(Armada et al., 2006; Catanzaro et. al., 2006; Iwava et al., 2006; Leite et.al., 2008), no
entanto, sua progressao e associacdo com outras condi¢des ndo tém sido devidamente
estudada, fato que motivou a realizagdo deste estudo.

As lesdes periapicais sdo relacionadas primariamente a carie dental que propicia a
infeccdo do sistema de canais radiculares. A reacdo dos tecidos periapicais aos irritantes
microbianos oriundos desta infec¢do gera as diferentes formas de lesdo periapical. O
tratamento endodontico constitui portanto o elemento decisivo para o restabelecimento da
normalidade dos tecidos apicais e periapicais (Holland et al., 2003; Katebzadeh et al., 2000;
Kerekes & Tronstad, 1979; Nakamura, 2004).

A infeccdo endodontica que também ¢ muito prevalente na populagdo em geral
(Ainamo et al., 1994; Bergstrom et al., 1987; Eriksen & Bjertness, 1991; Odesjo et al., 1990;
Palmqvist, 1986; Saunders & Saunders, 1998; Seppala & Ainamo, 1994) e causada por

fatores microbianos muito semelhantes aqueles observados como etiologicos das doengas



15

periodontais (Fouad, 2003) ndo tem sido cientificamente explorada na mesma magnitude que
as doengas periodontais. A literatura atual apresenta alguns artigos que mencionam as
infec¢des endodonticas com um carater mais agressivo e destrutivo em pacientes diabéticos
(Armada et al. 2006; Catanzaro et. al. 2006; Iwava et al. 2006; Leite et.al. 2008).

Estudos de Armada et al. (2006) demonstraram que os ratos diabéticos sdo mais
significativamente afetados por problemas de origem endodonticas. Por meio de andlise
radiografica foi revelado que os ratos diabéticos apresentaram lesdes periradiculares
significamente maiores quando comparado a ratos normais. Estes autores sugerem que os
achados estio possivelmente ligados a diminui¢ao da capacidade de defesa contra patdégenos
microbianos. Em estudo semelhante, Iwava et al. (2006) também demonstraram que o grau de
severidade das lesdes eram bem maiores em ratos diabéticos do que os de controle. O trabalho
sugere que as circunstdncias metabodlicas produzidas pelo tipo diabetes 2 realca
desenvolvimento de lesdes periradicular nos ratos. Percebe-se que ha uma influencia direta da
diabetes no desenvolvimento ¢ manutenc¢do da infec¢do endoddntica, entretanto, também de
forma escassa, poucos trabalhos se preocuparam em apontar as possiveis alteragdes sistémicas
decorrentes desta infec¢ao local que possam ocorrer durante a vida de um paciente diabético.
Em trabalho de Catanzaro et. al. (2006) descreveu-se que a diabetes Mellitus descontrolada ¢
um fator de risco para o desenvolvimento de complicacdes orais atuando como um fator
critico que resulta em alteragdes de mediadores inflamatdrios 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.

Desta forma, procuramos desenvolver um estudo que preencha parte das lacunas
existentes na literatura atual buscando investigar as alteragdes glicémicas decorrentes da

indugdo e progressdo da doenca pulpar e periodontal em ratos diabéticos.
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2 Objetivo

O objetivo do presente estudo foi:

- Monitorar a glicemia de ratos saudaveis e diabéticos, associados ou ndo as doengas pulpares
e periodontais isoladas ou em conjunto;

- Comparar a condi¢@o glicémica dos animais saudaveis e diabéticos portadores de doengas

pulpares e periodontais isoladas ou associadas.
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3 Materiais e Métodos
3.1 Material

3.1.1 Animais

Foram utilizados 80 ratos machos (Rattus albinus, Wistar), pesando
aproximadamente 250g, provenientes do biotério da Faculdade de Odontologia de Aragatuba
— UNESP. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas com no maximo quatro ratos por
gaiola e alimentados durante todo o periodo experimental com dieta sélida e agua ad libitum,
exceto nas 12 horas antes e nas 6 horas apos as intervencdes. As gaiolas foram mantidas em
gabinete biotério STD-5 (Vidy - Tabodo da Serra — SP — Brasil) com temperatura oscilando
entre 22 e 24°C e com ciclo de luz controlada (12 horas claro e 12 horas escuro). Os
procedimentos experimentais propostos neste estudo foram submetidos ao comité de conduta

ética em experimentacdo animal e foram aprovados (Parecer 035/2010 - CEAE / UEM).

3.1.2 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 inducdo da diabetes foi empregado via veia peniana a estreptozotocina
(Sigma- Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA — 60mg/kg).

Foram considerados diabéticos os animais que obtiveram valores glicémicos acima
de 250mg/dl.
3.2 Métodos
3.2.1 Divisao em Grupos

Os 80 animais foram distribuidos aleatoriamente em 8 grupos experimentais de 10
animais cada e foram submetidos aos procedimentos de indu¢do da diabetes, inducdo da

doenga pulpar e indu¢do da doenca periodontal de acordo com o grupo experimental (Tabela

1.
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Tabela 1 — Distribuicio dos grupos experimentais de acordo com os procedimentos

locais e condicdes sistémicas dos animais

Condicao local

Doenca Doenca Doenca pulpar e
Saudavel
pulpar periodontal | periodontal
Condicdo Saudavel Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
sisttmica | pjabético | Grupo 5 Grupo 6 Grupo 7 Grupo 8

Desta forma, os grupos foram formados e podem ser assim descritos:

o Grupo 1: ratos saudaveis;

o Grupo 2: ratos portadores de doenga pulpar induzida;

o Grupo 3: ratos portadores de doenga periodontal induzida;

. Grupo 4: ratos portadores de doenga pulpar e periodontal induzidas;

. Grupo 5: ratos diabéticos;

o Grupo 6: ratos diabéticos e portadores de doenga pulpar induzida;

. Grupo 7: ratos diabéticos e portadores de doenca periodontal induzida;

. Grupo 8: ratos diabéticos e portadores de doenca pulpar e periodontal induzidas;
3.2.2 Inducao da diabetes

Todos os animais foram anestesiados via intramuscular com uma associagao do

relaxante muscular, analgésico e sedativo Dopaser”, a base de xilazina, na dosagem de

10mg/kg e do anestésico Vetanarcol®, a base de cloridrato de ketamina a 5% na dosagem de

25mg/kg.

ApOs anestesia, os animais dos grupos 5 a 8 receberam uma dose de 60mg/kg de

estreptozotocina dissolvida em tampao citrato 0.01M, pH 4.5, via endovenosa (veia peniana)

para inducdo da diabetes (Figura 1).
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Figura 1 — Injecao da droga na veia peniana do rato

Os demais animais (grupos 1 a 4) receberam solucdo salina (0.9%) pela mesma via,
com o intuito de promover nestes animais uma inducao ficticia.

Ap6s as indugdes os animais foram monitorados durante todo o experimento por
meio da aferi¢do do nivel glicémico nos periodos de observacao previamente definidos. O dia

da inducdo da diabetes foi considerado o dia 0 (zero) do estudo.

3.2.3 Indugio da doeng¢a pulpar e da doenca periodontal
Apoés 4 dias da indugdo da diabetes (dia 4), todos os animais foram novamente
anestesiados com o mesmo protocolo descrito anteriormente para a realizagdo das indugdes

das doencas bucais.

Nos animais dos grupos 2, 4, 6 e 8 foi realizada a indu¢do da doenga pulpar. Para
isso, foram expostas as polpas dos segundos molares superiores direitos de cada animal,
empregando-se uma broca em aco carbono esférica (Ln Long Neck - Dentsply Maillefer,
Tulsa, OK) de 0,Imm de diametro. Assim, todas as exposi¢des pulpares foram padronizadas

com o mesmo didmetro (Figura 2).
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Figura 2 — Exposicao do seglindo molar supef‘ior direitocom broca Ln

Nos animais dos grupos 3, 4, 7 e 8 foi realizada a inducao da doenga periodontal.
Para isso, foi selecionado o segundo molar superior esquerdo e realizada a indugdo por
ligadura (Holzhausen et al., 2002). Foi realizada uma amarria com uma linha de algodao
nimero 24 (Coats Corrente Ltda. Sdo Paulo, SP, Brasil) ao redor do segundo molar superior
esquerdo, cujo posicionamento correto foi feito com o auxilio de uma espatula simples 24F
(S.S.White / Duflex, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) modificada e de um espagador endodontico
(Dentsply Maillefer, Tulsa, OK). O espacgador foi utilizado para o afastamento dos dentes,
facilitando a passagem do fio, enquanto a espatula foi empregada para conduzir o fio ao
espaco interdentario (Figura 3). As ligaduras ndo foram removidas e permaneceram por todo

o periodo pds-operatorio.

Figura 3 — Confec¢do de amarria em torno do colo dentario do segundo molar superior

esquerdo
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3.2.4 Monitoramento glicémico

A avaliagdo glicémica constou do monitoramento dos niveis glicémicos de cada
animal. Para a definicdo dos periodos de avaliagdo glicémica foi considerado o dia da indugao
da diabetes como o marco zero do periodo de tempo. Esta primeira avaliagdo glicémica (dia
0) foi realizada em jejum e imediatamente antes da indu¢do da diabetes. Apo6s quatro dias (dia
4), foi realizada a indu¢@o das doencas pulpar e periodontal.

Os niveis de glicemia foram aferidos nos dias 0, 1, 2, 3,4, 5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 20, 25 e 30, dia do sacrificio. Desta forma, foi construido um modelo de grafico para
representacdo do comportamento do nivel glicémico médio de cada grupo experimental em

funcdo dos periodos de observagao (Grafico 1).

GLICEMIA / GRUPOS

TEMPO (dias)

0 ‘1 ‘2 ‘3 ‘4 ‘5 ‘6 ‘7 ‘8 ‘9 ‘10‘11‘12‘13‘14‘15‘20‘25‘30

Grafico 1 — Niveis de glicemia em mg/dl de acordo com o grupo experimental e em

funcao do periodo de observacao (dias)

Nos periodos definidos e sempre as 9 horas da manha, os niveis de glicose sanguinea
foram determinados. Utilizando-se agulha 29Gx1/2” (Nipro Corporation, Honjo-Nishi, Kita-
ku, Osaka, Japan) realizou-se uma pung¢ao na extremidade da cauda do animal, seguida de
pequena compressao para a obtencdo de uma gota de sangue. Na sequéncia, utilizando
aparelho para glicemia e as fitas glicotestes (Accu-Check Performa - Roche-Diagnostics
Corporation, Indianapolis, IN, USA) os valores foram obtidos e anotados em uma planilha
para descricdo dos resultados. Antes e apos a pungdao a extremidade caudal foi limpa e
desinfectada com PVPI (Povidini topico- Johnson & Johnson Ind. Com. Ltda. Sao Paulo, SP,
Brasil).
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Figura 4 — Puncio da extremidade caudal e mensuracio do nivel glicémico

3.2.5 Sacrificio e processamento laboratorial
Decorrido o periodo de 30 dias da indugdo da diabetes, os animais foram sacrificados
com uma superdose de cloridrato de ketamina (anestésico) injetada no coracao.

3.2.6 Forma de analise dos resultados

Os valores dos 8 grupos experimentais foram aferidos, tabulados e submetidos a analise
estatistica por meio da andlise de variancia (ANOVA). Em seguida, foi utilizado o teste de
Tukey, com significancia de 5% (p<0,05), para cruzamento entre os grupos. Por se tratar de
avaliagdo métrica os dados foram expostos por meio das médias dos valores observados em

cada grupo, em funcdo dos periodos de observagao.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise Glicémica

A andlise glicémica foi realizada por meio do monitoramento dos niveis glicémicos
durante os periodos de observacao previamente definidos. Desta forma, as médias dos niveis
glicémicos foram registrados e apresentam-se dispostos na Tabela 2.Por se tratar de avaliacao
métrica os dados foram expostos por meio das médias dos valores observados em cada grupo,

expresso em mg/dl e em funcdo dos periodos de observagdo (dias).

Tabela 2 — Médias dos niveis de glicemia (mg/dl) de acordo com o grupo experimental e

o periodo de observacao (dias)

GRUPOS EXPERIMENTAIS

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8

0 80,9 70,0 74,4 71,9 75,6 76,4 77,6 73,4
1 105,6 109,4 103,6 99,8 322,7 335,7 326,4 326,6
2 120,6 125,5 121,0 113,9 370,4 345,6 364,2 348,1
3 111,9 122,0 1141 112,1 374,3 394,6 366,7 387,9
4 1141 108,4 106,1 105,3 374,6 365,0 344.,4 391,4
5 109,6 110,9 120,9 113,6 394,0 363,1 385,8 372,6
6 106,8 114,3 110,9 109,1 383,9 369,3 384,0 395,5
7 124,0 108,0 101,8 97,5 375,1 364,3 381,6 368,8
8 104,8 113,6 105,0 105,1 359,3 420,8 470,0 498,1
2 9 117,8 118,8 107,9 108,0 343,6 392,6 440,7 487,2
= 10 120,4 118,8 115,6 109,1 3159 449,2 485,3 512,1
11 109,6 115,5 113,9 106,6 320,7 448,0 497,8 514,2
12 112,1 116,0 112,0 104,9 314,0 446,6 485,4 495,5
13 109,9 112,5 113,3 1119 315,3 440,0 476,9 491,5
14 118,3 113,5 116,7 109,1 302,6 435,0 463,1 488,3
15 1140 116,1 111,2 106,0 2917 365,6 458,9 480,2
20 101,3 96,9 94,6 101,4 259,9 367,8 447,0 480,6
25 93,8 94,5 102,1 99,9 292,8 402,4 534,7 596,9
30 98,0 100,4 102,8 98,8 305,9 414,0 512,4 575,9

Observou-se que todos os animais que foram induzidos a diabetes apresentaram
glicemia acima de 250mg/dl no dia seguinte a inducgdo (dia 1).
Para melhor visualizacdo dos dados foi confeccionado um grafico com os valores

médios de cada grupo, de acordo com cada periodo de observacao (Grafico 2).



24

Grafico 2 — Niveis de glicemia (mg/dl) de acordo com o grupo experimental e em fun¢ao

dos periodos de observacao (dias)
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Diante dos valores obtidos e com base na distribuicao grafica pdde-se dizer que todos
os grupos de ratos ndo diabéticos (grupos 1 a 4) apresentaram curvas glicémicas semelhantes.
Desta forma, pode-se dizer que a infeccao pulpar e/ou periodontal ndo influenciou os niveis
glicémicos em ratos nao diabéticos. Por outro lado, nos grupos de ratos diabéticos (grupos 5 a
8) qualquer associacao de infec¢do local foi suficiente para elevar ainda mais o nivel
glicémico (Grafico 2).

Apbs exposicdo, os dados foram submetidos a analise estatistica por meio da analise
da variancia (ANOVA). Para os casos que a diferenca foi observada aplicou-se o teste de

Tukey, com significancia de 5% (p<0,05), para comparagao entre as médias.

Foram realizadas as seguintes comparagdes entre grupos:
1 — Todos: Comparagao entre os 8 grupos experimentais (G1 x G2 x G3 x G4 x G5 x G6 x G7
x G8);
2 — Ns x Ds; Comparacdo entre todos os ratos nao diabéticos contra todos os ratos diabéticos,
independente da doenca local (G1 + G2 + G3 + G4 x G5 + G6 + G7 + GB);
3 — Ns: Comparacgao entre os 4 grupos de ratos normais (G1 x G2 x G3 x G4);
4 — Ds: Comparagao entre os 4 grupos de ratos diabéticos (G5 x G6 x G7 x G8);
5 —G1 x G5: Comparagdo entre os ratos saudaveis contra os ratos diabéticos;
6 — G2 x G6: Comparagdo entre os ratos com doenga pulpar com e sem diabetes;

7 — G3 x G7: Comparagao entre os ratos com doenga periodontal com e sem diabetes;
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8 — G4 x G8: Comparagdo entre os ratos com doencga pulpar e periodontal com e sem diabetes;
Considerando as 8 possibilidades de comparagdo entre os grupos, foi realizada a analise da
variancia (ANOVA) para todos os periodos de observagao e os valores de p obtidos estdo

apresentados na tabela 3.

Tabela 3 — Valores de p para os cruzamentos entre os grupos experimentais em func¢io

do periodo de observacao (dias) -significante para p<0,05

COMPARACOES ENTRE GRUPOS

Todos Ns X Ds Ns Ds G1XG5 | G2XG6 | G3XG7 | G4XG8

0 0,71707 | 0,62934 | 0,23864 | 0,91224 | 0,34629 | 0,26920 | 0,68634 | 0,69467
1 0,00000 | 0,00000 0,54393 | 0,99779 | 0,00713 | 0,00030 | 0,00003 | 0,00001
2 0,00000 | O,00000 | 0,18653 | 0,97173 | 0,00219 | 0,00000 | 0,00001 | 0,00001
3 0,00000 | 0,00000 | 0,07956 | 0,96290 | 0,00036 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000
4 0,00000 | 0,00000 | 0,35996 | 0,88039 | 0,00054 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000
5 0,00000 | 0,00000 | 0,17792 | 0,94484 | 0,00017 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000
6 0,00000 | 0,00000 0,75936 | 0,95451 | 0,00001 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000
7 0,00000 | 0O,00000 | 0,05242 | 0,99832 | 0,00031 | 0,00030 | 0,00003 | 0,00000
8 0,00000 | 0O,00000 | 0,45580 | 0,12130 | 0,00094 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000
g 9 0,00000 | 0O,00000 | 0,11002 | 0,08388 | 0,00199 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000
e 10 | 0,00000 | 0,00000 0,11960 | 0,01385 | 0,01090 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000
11 | 0,00000 | 0,00000 | 0,06132 | 0,00574 | 0,00401 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000
12 | 0,00000 | 0,00000 | 0,11784 | 0,00466 | 0,00316 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000
13 | 0,00000 | 0,00000 | 0,86799 | 0,00627 | 0,00073 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000
14 | 0,00000 | 0,00000 | 0,25634 | 0,00517 | 0,00301 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000
15 | 0,00000 | 0,00000 0,16458 | 0,00209 | 0,00296 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000
20 | 0,00000 | 0,00000 | 0,42273 | 0,00535 | 0,03289 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000
25 | 0,00000 | 0,00000 | 0,29249 | 0,00147 | 0,02654 | 0,00063 | 0,00000 | 0,00000
30 | 0,00000 | 0,00000 | 0,81587 | 0,00152 | 0,01100 | 0O,00008 | 0,00000 | 0,00000

De acordo com os valores de p encontrados podemos afirmar que:
1 — Quanto a comparagdo entre todos os grupos, observou-se diferengas do ponto de vista

estatistico a partir do dia 1 (Tabela 3).
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Até o oitavo dia de observacao as diferencas foram entre os grupos normais contra os

diabéticos, denotando apenas a influéncia da doenga sistémica diabetes (Tabela 4).

Tabela 4 — Comparacao pelo teste de Tukey entre os 8 grupos experimentais no periodo

del1,2,3,4,5, 6,7 e 8 dias.

Gl

G2

G3

G4 G5 G6 G7 G8

Gl

G2

G3

G4

G5

G6

G7

G8

No dia 9, além das diferencas ja relatadas, observou-se que o grupo 5 (ratos com

diabetes) foi diferente do grupo 8 (ratos com diabetes e ambas doencas locais). Este aspecto

denota a influéncia da associacdo das doengas pulpar e periodontal no aumento da glicemia

dos animais diabéticos (Tabela 5).

Tabela 5 — Comparacio pelo teste de Tukey entre os 8 grupos experimentais no periodo

de 9 dias.

Gl

G2

G3

G4 G5 G6 G7 G8

Gl

G2

G3

G4

G5

G6

G7

G8

Com o passar do tempo as diferencas anteriores permaneceram e diferencas entre o

grupo 5 (ratos com diabetes) contra o grupo 6 (ratos com diabetes e doenca pulpar) e grupo 7

(ratos com diabetes e doenga periodontal) puderam ser notadas (Tabela 6). Este aspecto indica

a influéncia das doencas pulpar e periodontal isoladas no aumento da glicemia de ratos

diabéticos.
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Tabela 6 — Comparacio pelo teste de Tukey entre os 8 grupos experimentais no periodo
de 12, 13, 14 dias.
Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8

Gl
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8

A partir de 15 dias de observacao ndo foi mais constatada a diferenca entre o grupo 5 e
6, entretanto as demais diferencas permaneceram (Tabela 7 e 8).
No periodo de 25 e 30 dias houve diferengas significantes entre o grupo 6 (ratos

diabéticos com doenca pulpar) e o grupo 8 (ratos diabéticos com doenga pulpar e periodontal)

(Tabela 7).

Tabela 7 — Comparaciao pelo teste de Tukey entre os 8 grupos experimentais no periodo
de 25 e 30 dias.
Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8

Gl
G2
G3
G4
G5 X
G6
G7
G8

De forma semelhante, nos periodos de 15, 20 e 30 dias de observacdo ndo foi mais
constatada a diferenga significante entre os grupos 6 ¢ 8 (Tabela 8). Chama-se a atengdo a
permanéncia da diferenga entre o grupo 5 e os grupos 7 e 8, ou seja, grupos de ratos
diabéticos onde a presenca da doenca periodontal isolada ou associada a doenga pulpar,

elevou o nivel glicémico de forma significante (Tabela 8)
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Tabela 8 — Comparacio pelo teste de Tukey entre os 8 grupos experimentais no periodo
de 15, 20, 30 dias.
Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8

Gl
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8

2 - Quanto a comparagao entre todos os ratos normais contra todos os ratos diabéticos (Ns x
Ds), independente da doencga local, pode-se observar que, no primeiro dia ap6s a inducdo da
diabetes (dia 1) os grupos se tornaram diferentes. Isto se deve ao fato do forte aumento dos
valores glicémicos nos grupos que 5 a 8, indicando o sucesso da indugdo da diabetes a partir

do dia 1 e sua manutengao até o final do experimento (dia 30) (Tabela 3).

3 - Quanto a comparagdo entre os 4 grupos de ratos normais (Ns), pdde-se observar que os
niveis glicémicos foram semelhantes e ndo apresentaram diferengas estatisticas. Este aspecto
revela que a infecg¢do pulpar e/ou periodontal ndo foi capaz de alterar o nivel de glicemia dos

animais saudaveis sistemicamente, ou seja, ndo diabéticos (Tabela 3).

4 - Quanto a comparagao entre os 4 grupos de ratos diabéticos (Ds), pode-se observar que os
niveis glicémicos foram diferentes do ponto de vista estatistico a partir do nono dia apos a
inducdo (dia 10). Apds realizacao do teste de Tukey para todos os periodos de tempo, pode-se
verificar que as diferengas foram sempre entre o grupo 5 (ratos diabéticos) comparado ao
grupo 7 (ratos diabéticos com doenga periodontal) e grupo 8 (ratos diabéticos com doenca

pulpar e periodontal) (Tabela 9).

Tabela 9 — Comparacio pelo teste de Tukey entre os 4 grupos de ratos diabéticos no
periodo de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25 e 30 dias.
G5 G6 G7 G8

G5
G6
G7
G8
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Desta forma, entende-se que a presenga da doenga pulpar isoladamente nio ¢ capaz de
influenciar de forma significante na glicemia de ratos diabéticos. Por outro lado, a doenga
periodontal isolada ou associada a doenga pulpar eleva ainda mais e de forma significante o

nivel glicémico de animais diabéticos.

5 - Quanto a comparacdo entre os ratos normais sem doenca bucal contra os ratos diabéticos
sem doencga bucal (G1 x G5) pdde-se observar que, a partir do primeiro dia apds a inducao da
diabetes (dia 1) os grupos se tornaram diferentes. Isto se deve ao forte aumento do valor

glicémico do grupo 5.

6 - Quanto a comparacdo entre os ratos com doenca pulpar com e sem diabetes (G2 x G6)
pdde-se observar que, a partir do primeiro dia apos a inducdo da diabetes (dia 1) os grupos se

tornaram diferentes. Isto se deve ao forte aumento do valor glicémico do grupo 6.

7 - Quanto a comparacdo entre os ratos com doenga periodontal com e sem diabetes (G3 x
G7) pdde-se observar que, a partir do primeiro dia apds a indu¢do da diabetes (dia 1) os

grupos se tornaram diferentes. Isto se deve ao forte aumento do valor glicémico do grupo 7.

8 - Quanto a comparacdo entre os ratos com doenga pulpar e periodontal com e sem diabetes
(G4 x G8) pode-se observar que, a partir do primeiro dia ap6s a inducdo da diabetes (dia 1) os
grupos se tornaram diferentes. Isto se deve ao forte aumento do valor glicémico do grupo 8.
As comparagdes realizadas nos itens 5, 6, 7 € 8 denotam que a presenca da diabetes,
por si s0, ja diferencia os grupos. Como o aumento da glicemia foi a partir do primeiro dia

apos a indugdo da diabetes todas estas comparagdes evidenciam a diferencga a partir deste dia.
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5 Discussao

Dentre as manifestacdes orais da diabetes, pode-se destacar a ocorréncia e aumento da
severidade da doenga periodontal cronica, abscessos periodontais e aumento da predisposi¢ao
a infecgoes (Loe, 1993; Nishimura, 1998; Lalla et al., 2000), assim como o aumento a
predisposicao a carie e alteragdes pulpares (Leite ef al., 2008). Esta pesquisa investigou as
alteracdes glicémicas decorrentes da indugdo e progressao da doenga pulpar e periodontal em
ratos diabéticos.

Quanto ao método de inducdo da diabetes deve-se considerar o tipo de droga, a
dosagem e a via de administragdo. Com relagdo ao tipo da droga foi empregado a
estreptozotocina, pois ¢ uma droga segura e tem sido utilizada em diversas experimentagoes
com alto indice de sucesso no percentual de inducao (Leite et al., 2008; Garber et al., 2009;
Kador et al., 2011).

A estreptozotocina ¢ utilizada para a inducdo da diabetes experimental ha muito tempo
e 0 seu mecanismo de acdo toxica sobre as células do pancreas sdo alvos de discussdo. Em
1960, Herr et al., isolaram a caracterizaram a estreptozotocina como um antimicrobiano de
largo espectro a partir de coldnias de Streptomyces achromogenes. (Herr et al., 1960). Trés
anos mais tarde, Rakieten ef al., estabeleceram que 50mg/kg de estreptozotocina via
endovenosa produzia diabetes mellitus em ratos e caes (Rakieten et al., 1963).

Um importante detalhe ¢ a via de administragdo, pois influencia na quantidade da
droga necessaria para produzir as alteragdes enddcrinas e desenvolver o quadro da diabetes
(Delfino et al., 2002). Via intraperitoneal, a dosagem recomendada ¢ de 70mg/kg (Garber et
al., 2009), ja via endovenosa ¢ de 60mg/kg (Catanzaro et al., 2006; Leite et al., 2008). No
presente experimento foi realizada a injecdo via veia peniana, possibilitando uma menor
quantidade da droga minimizando os efeitos colaterais. Desta forma, pode-se afirmar que o
emprego da estreptozotocina na dosagem de 60mg/kg via endovenosa em ratos Wistar,
produziu alteragdes endocrinas elevando o nivel glicémico dos animais acima de 250mg/dl,
podendo representar o modelo da diabetes em murinos.

Quanto ao método de indug¢do da infecdo pulpar, observou-se que o método
empregado produziu alteragdes semelhantes entre os espécimes de um mesmo grupo. Este
aspecto denota que o a indugao foi realizada com sucesso e pode ser empregada em pesquisas
que envolvem os tecidos do endodonto, assim como demonstrado em outros estudos (Iwama

et al., 2003, 2006; Armada-Dias et al., 2006).
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Quanto ao método de indugdo da doenca periodontal, foi realizada a indugao baseada
no estudo de Holzhausen e colaboradores (Holzhausen et al., 2002). Observou-se padrao
semelhante do perfil da doenga periodontal em todos os espécimes do mesmo grupo
evidenciando a confianga no método empregado para o estudo dos tecidos periodontais, assim
como demonstrado em outras experimentagdes (Lui et al., 2006; Bezerra et al., 2008; Gomes
et al., 2009).

Quanto aos resultados obtidos com a analise glicémica podemos considerar que os
grupos de ratos normoglicémicos (grupos 1 a 4) apresentaram curvas glicémicas semelhantes,
demonstrando que a infecgdo pulpar e/ou periodontal ndo influenciou nos niveis glicémicos
de ratos ndo diabéticos.

Poucos estudos se preocuparam em avaliar ou monitorar o nivel de glicemia em
animais portadores de lesdes endodonticas ou periodontais. Armada-Dias e colaboradores
(Armada-Dias et al., 2006) mensuraram o nivel glicémico de ratos portadores de infeccao
pulpar associado ou ndo a diabetes, entretanto nao foi incluido um grupo sem infec¢do pulpar.
Desta forma, pelo estudo de Armada-Dias e colaboradores ndo ha como dizer que a infecgao
pulpar nao afetou a glicemia em ratos normogénicos, como observado no presente estudo.

Neste sentido, de Almeida e colaboradores (de Almeida ef al., 2008), também
mensuraram a glicemia, porém em ratos com doenca periodontal, associada ou ndo a diabetes.
De forma semelhante ao observado em nosso estudo, os ratos diabéticos tiveram a o nivel
glicémico aumentado com o passar do tempo.

A literatura demonstra que as doencas 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). Por outro lado, parece que a infec¢ao pulpar e periodontal
isoladas ou associadas ndo interferem no estado glicémico de organismos normogénicos
(Armada-Dias et al., 2006; de Almeida et al., 2008).

Assim, conforme discutido, nos grupos de ratos diabéticos (grupos 5 a 8), observou-se
que qualquer associacdo de infeccdo local, sendo de origem endodontica ou periodontal foi
suficiente para elevar ainda mais o nivel glicémico (Gréfico 2). Entretanto as diferencas do
ponto de vista estatistico ficaram apenas entre os grupos da doenga periodontal isolada ou
associada a pulpar. Acredita-se que a doenga periodontal produza uma condi¢ao infecciosa de
maior magnitude quando comparada a doenga pulpar, e, este fato, pode influenciar de forma
mais significativa a condi¢ao glicémica do individuo.

Desta forma, entende-se que a presencga da doenga pulpar isoladamente ndo ¢ capaz de

influenciar na glicemia de ratos diabéticos. Por outro lado, a doen¢a periodontal isolada ou
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associada a doenca pulpar eleva ainda mais e de forma significante o nivel glicémico de

animais diabéticos.
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6 Conclusao

Diante da metodologia adotada pode-se concluir que:
a) a infecdo local, seja ela endodontica ou periodontal, isolada ou associada, ndo
influenciam o nivel glicémico de ratos saudadveis sistemicamente (ndo diabéticos);
b) A doenca pulpar isolada ndo influencia de forma significante a glicemia de ratos
diabéticos;
c) a doenca periodontal isolada ou associada com a doenga pulpar influencia no

aumento do nivel glicémico de ratos diabéticos a partir do 10 dia de sua instalacao.
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