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Mariana Carreiro Costa de Lima et al.

RESUMO

Objetivos: Estudar o colageno da dentina radicular em pessoas com diabetes,
buscando possiveis alteragcbes quimicas devido a reacdes causadas pela
hiperglicemia. Materiais e Métodos: Seis raizes de dentes extraidos, trés de
individuos com Diabetes Mellitus tipo 2 e trés controles normoglicémicos, foram
preparadas para o exame de espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier com Reflectancia Total Atenuada (FTIR — ATR), gerando espectros de trés
pontos na face interna e trés na externa, totalizando 36 espectroscopias. Os
resultados foram analisados por Analise de Componentes Principais (PCA). Também
foi realizada microscopia eletrénica de varredura (MEV) para caracterizagcdo das
superficies. Resultados: Houve distincdo entre alguns picos (amidas, carbonato e
fosfato), o que pode sugerir diferentes ligacbes moleculares (crosslinks anormais)
decorrentes do acumulo de produtos finais de glicacdo avancada (em inglés,
Advanced glycation end products - AGES) devido a hiperglicemia. Porém nao foi
possivel separar os padrbes de espectrometria por grupo controle vs. diabético por
meio dos componentes principais (PCs) gerados a partir dos espectros de
infravermelho. Houve uma tendéncia, em uma das comparagdes entre PCs, de
separacao do grupo diabético externo. Imagens de MEV ilustraram tabulos dentinarios
nas amostras. Discussdo: A tendéncia de separacdo do grupo diabético externo
sugere alguma alteracdo na composicado quimica do tecido dentario nessa condicao,
gue pode estar associada as mudancas nos picos de amida, carbonato e fosfato, e
necessita mais estudos. Concluséo: Apesar de alguns picos alterados, ainda néao foi
possivel concluir que ha formacao de crosslinks anormais na dentina radicular em DM
tipo 2, pois o padrdo de espectrometria ndo diferenciou as amostras controles e
diabéticas.

Palavras-chave: Colageno; Dentina; Diabetes mellitus; Hiperglicemia.
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ABSTRACT

Aim: To study root dentin collagen in individuals with diabetes, searching for possible
chemical alterations due to reactions caused by hyperglycemia. Materials and
Methods: Six extracted teeth roots, three from individuals with type 2 Diabetes Mellitus
and three normoglycemic controls, were prepared for Fourier transform infrared
spectroscopy with Attenuated Total Reflectance (FTIR — ATR) examination, generating
spectra of three points on the internal face and three on the external face, totaling 36
spectroscopies. Results were analyzed by Principal Component Analysis (PCA).
Scanning electron microscopy (SEM) was also performed to characterize the surfaces.
Results: There was a distinction between some peaks (amides, carbonate and
phosphate), which may suggest different molecular bonds (abnormal crosslinks)
resulting from accumulation of Advanced Glycation End Products (AGES) due to
hyperglycemia. However, it was not possible to separate the spectrometry patterns by
control vs. diabetic group through the principal components (PCs) generated from
infrared spectra. There was a tendency, in one of the comparisons between PCs, for
separation of the external diabetic group. SEM images illustrated dentinal tubules in
samples. Discussion: The tendency for separation of the external diabetic group
suggests some alteration in the chemical composition of the dental tissue in this
condition, which may be associated with changes in amide, carbonate and phosphate
peaks, and requires further studies. Conclusion: Despite some altered peaks, it was
not possible yet to conclude that there is formation of abnormal crosslinks in root dentin
in type 2 DM, since spectrometry pattern did not differentiate control and diabetic
samples.

Keywords: Collagen; dentin; Diabetes mellitus; Hyperglycemia.
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INTRODUCAO

Com a tendéncia do envelhecimento da populacdo global, é percebido um
aumento na prevaléncia de doencas cronicas, como a Diabetes Mellitus (DM).
Segundo a Federacgéo Internacional de Diabetes, cerca de 537 milhdes de adultos
viviam com DM em 20212, sendo cerca de 90% correspondente ao DM tipo 23. A
fisiopatologia da DM tipo 2 envolve a resisténcia adquirida a insulina, gerando a
hiperglicemia3.

Pacientes com DM podem apresentar manifestacdes orais decorrentes da
hiperglicemia e das mudancas no ambiente bucal. Ao reduzir o fluxo salivar e
aumentar a glicose salivar, disbioses no microbioma oral sdo esperadas*®, como a
doenca periodontal, comum nessa populacdo®®. Sua consequente exposicdo
radicular pode gerar um maior risco de céarie radicular®. Lima et al. mostraram maior
namero de dentes afetados por carie em individuos com DM comparados ao grupo
sem DM, além de individuos com DM tipo 2 apresentarem probabilidade trés vezes
maior de ter lesdes de carie radicular!l. As razGes para essa associacdo entre DM e
carie radicular sao diversas, sendo a hipossalivacdo a mais comumente relatada na
literatural?. Além da hipossalivacédo associada ao DM*?, um estudo prévio do nosso
grupo de pesquisa também demonstrou uma correlacdo positiva entre indices
glicémicos séricos e um maior nimero de lesGes cariosas radiculares!®. Porém, néo
se descarta que alguma alteracdo dos proprios tecidos radiculares possa explicar tal
relacdo DM vs. cérie radicular, como a formacdo de crosslinks anormais nas
estruturas.

Entretanto, ndo ha nenhuma informacgéo se o colageno dentinario poderia ser
afetado pela formacédo de crosslinks. Os longos periodos de hiperglicemia nas
pessoas que vivem com DM levam ao desenvolvimento de produtos finais de glicacao
avancada® (em inglés, conhecidos pela sigla AGEs — Advanced glycation end
products), compostos gerados por uma reacdo ndo enzimatica de reducdo entre
acucares e grupos aminas, e que acumulam nas proteinas de meia vida longa no
organismo no decorrer dos anos'4. A formacdo de AGEs leva a ligacdes cruzadas
(crosslinks) em proteinas como o colageno, promovendo alteracdes nas propriedades

do tecido, como o enrijecimento da fibrila colagena®®. O colageno de diabéticos
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demonstrou apresentar maior quantidade de crosslinks em outros tecidos como a
pele, e consequente, menor solubilidade e menor digestibilidade por colagenase!®-18,
0 que prejudica sua renovacéo tecidual e mantém um tecido envelhecido e de menor
gualidade. Considerando que o colageno € principal componente da matriz organica
da dentina, esta poderia ser alterada nessas condigdes.

Diante do reconhecimento de que a glicagdo do coladgeno pode alterar a
estrutura dentinaria, busca-se investigar a possivel associacdo entre a formacao de
crosslinks na dentina de individuos com DM. Essa modificacdo estrutural pode
representar um fator adicional a ser considerado na rela¢éo entre DM e cérie radicular.
O presente estudo tem como objetivo analisar a dentina radicular de individuos com
DM tipo 2, em comparacdo com controles normoglicémicos, a fim de verificar a

ocorréncia de crosslinks anormais nessa matriz.

MATERIAIS E METODOS

Selecao dos doadores

Este € um estudo ex vivo aninhado a uma coorte prospectiva, aprovada pelo
Comité de Etica em Pesquisa, com parecer de nimero 5.468.896. Todos os
participantes assinaram termo de consentimento livre e esclarecido e foram
convidados a receber tratamento odontolégico na Unidade de Saude Bucal do
Hospital Universitario de Brasilia — USBUC/HUB.

De marco a novembro de 2023, 170 participantes foram recrutados para a
coorte, sendo incluidos adultos dentados acima de 35 anos de idade. Os critérios de
exclusdo da pesquisa compreendiam os individuos com: Diabetes Mellitus tipo 1;
mulheres gravidas ou lactantes; receptores de transplantes; historia de epilepsia;
sindrome de Sjogren; Lupus; doenca de Crohn; HIV; doenca celiaca; tratamento
quimioterapico ou radioterapico em cabeca e pesco¢co nos ultimos trés meses;
pessoas com deficiéncias fisicas que impedem a medicdo de altura e/ou peso e
circunferéncia da cintura em pé, como paralisia cerebral, paraplegia e tetraplegia.

As variaveis coletadas dos participantes incluiram anamnese [de acordo com
Patient-centred Outcomes for Adult Oral Health'® e com o Core Outcomes Diabetes

SCORE-IT?] e exames de sangue [hemoglobina glicada (HbAlc) e glicemia em
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jejum]. Detalhes dos exames clinicos foram previamente descritos?!. Brevemente, 0s
exames incluiram exame periodontal completo, com registros de profundidade de
sondagem, presenca de calculo e mobilidade, exame de experiéncia de carie, com
registros de presenca e atividade de lesdes de carie. Os examinadores foram
treinados e calibrados para tal.

A partir dos 170 participantes recrutados na coorte, foram identificados 22
individuos com indicacdo de uma ou mais extracdes dentarias. Destes, 9 foram
submetidos a exodontias e doaram as amostras dentéarias para realizacédo da presente
pesquisa. Apds etapa de preparos, 6 amostras dentérias (sendo 3 de pessoas com
DM e 3 de normoglicémicos) apresentaram viabilidade para serem analisadas (Figura
1). A definicdo dos grupos controle e DM foi por meio de autorrelato de diagndstico

médico de DM, como previamente descrito em Alves et al.?

Figura 1 - Fluxograma de individuos e doadores de amostras, desde o recrutamento
até a realizacdo dos testes de Espectroscopia de Infravermelho transformada de
Fourier com Reflectancia Total Atenuada (ATR-FTIR).

Individuos

Recrutamento
n=170

I

Desisténcia do tratamento, Extragao
presséo arterial e/ou indicada
glicemia descompensadas n=22

I

Tamanho da amostra Clrll.'"gldas
suficiente para medicao reanlz_ag a5

I

Amostras viadvels para Quantidade
espectroscopia de amostras
n=6
[ ]
Grupo
Grupos controle Grup_o L
i3 n=3

Revista da Faculdade de Odontologia de Porto Alegre, v. 67, e144594, jan./dez. 2026.



Formacao de crosslinks anormais em coldgeno da dentina radicular em Diabetes Mellitus tipo 2

Coleta das amostras

Foram coletados dentes extraidos (aqui denominados “amostras dentarias”) de
3 doadores com DM tipo 2 e de 3 doadores normoglicémicos que constituiram um
grupo controle.

Os dentes extraidos apresentavam indicagdo de extracdo, avaliada por
especialistas. A decisdo de tratamento iniciou-se durante o recrutamento com auxilio
de especialistas em dentistica, periodontia e endodontia, e era confirmada no
momento da cirurgia.

As extracBes possuiam indicacdo devido a fraturas, presenca de lesGes de
carie e doencga periodontal avancadas. A cirurgia convencional compreendia 0S
seguintes passos: anestesia local, descolamento/sindesmotomia, incisdo e
rebatimento de retalho quando necessidade de realizacao de técnica aberta, luxacao,
remocdo do dente, irrigacdo, curetagem, sutura e orientacdes pos-operatorias. Os
procedimentos foram realizados pelos estudantes da graduacdo em Odontologia. Os
dentes foram armazenados em recipiente com solucédo de cloramina a 0,5% assim

gue a cirurgia era finalizada.

Armazenamento das amostras

Para descontaminagé&o inicial e controle de infecgdo cruzada, as amostras
foram armazenadas em solucdo de cloramina a 0,5%, preparada com diluicdo em
agua destilada, por 24 horas. Apds esse periodo, as amostras foram mantidas, a seco,

em -80°C até a realizacé@o do preparo.

Preparo das amostras

Foi realizada uma raspagem na intencdo de remover remanescentes do
ligamento periodontal, utilizando-se de curetas periodontais. Em seguida, foram
realizados dois cortes em cada amostra dentaria no sentido cérvico-apical,
contemplando a regido do canal radicular e uma regiao lateralmente ao corte inicial.
Obteve-se, assim, uma lamina dentaria de espessura de cerca de 0,5mm (Figura 2).
Foram analisadas duas por¢des distintas da dentina: (i) a porcao externa, exposta ao

meio bucal e em contato com a saliva hiperglicémica e aglcares da dieta, suscetivel
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a alteracbes estruturais decorrentes dessa exposicéo local; e (i) a porcao interna,
voltada para a cavidade pulpar, constituida por dentina secundéria formada ao longo
da vida, inclusive durante periodos de hiperglicemia, o que pode influenciar sua
composicao e organizacao estrutural durante a formacéao do tecido.

Os cortes foram executados utilizando-se de uma cortadeira metalografica de
precisdo do tipo Micromet Evolution (Lapmaster, Germany) do Laboratério de
Pesquisa em Dentistica e Materiais Dentéarios da Faculdade de Ciéncias da Saude da
Universidade de Brasilia. As amostras foram armazenadas em agua destilada, tanto

apos o preparo quanto entre as andlises abaixo descritas.

Figura 2 - Imagem ilustrativa do esquema de cortes realizados em cada amostra
dentéaria

Legenda:

A imagem do esquema de cortes realizados em cada amostra dentéria gera uma lamina com
uma face voltada para o canal radicular e outra face voltada para a cavidade oral. As laminas
foram acondicionadas em placas de pocos contendo agua destilada, entre os experimentos,
garantindo armazenamento adequado e identificagdo correta dos espécimes.

Analises por espectroscopia de infravermelho
O desfecho principal foi a andalise da estrutura quimica do colageno dentinéario

nas laminas dentarias obtidas por meio do exame de Espectroscopia de Infravermelho
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transformada de Fourier com Reflectancia Total Atenuada (ATR-FTIR). A técnica
permite avaliar a formacéo de crosslinks anormais na dentina radicular a partir de
picos em regido referentes a matéria organica. O teste foi realizado em espectrémetro
FTIR, Bruker (Billerica, Massachusetts), Vertex 70, equipado com ATR, do Laboratério
de Espectroscopia Optica do Instituto de Fisica da Universidade de Brasilia, com
namero de scans igual a 96, intervalo de espectro de 350 a 4500 cm-! e resolucdo de
2 cm-1. Houve padronizacdo do pico da agua e realizacdo de backgrounds entre
amostras.

Foram medidos espectros em trés pontos em cada uma das duas faces das
laminas dentérias (interna — voltada para o canal radicular - e externa — voltada para
a cavidade oral, oposta a anterior). A selecéo dos pontos de medicao foi realizada de
modo a abranger diferentes contextos de influéncia sobre a dentina radicular. Nos
niveis cervicais, as analises na face externa e interna possibilitaram avaliar a regido
mais exposta ao meio bucal. As medi¢cdes no terco apical representaram uma area
menos exposta, servindo como contraste em relacéo as regides cervicais e permitindo
investigar possiveis gradientes quimicos ao longo da raiz. Assim, obteve-se seis
pontos por lamina dentéria, totalizando 36 espectroscopias (Figura 3).

Apo6s medidas dos espectros, foi realizado o tratamento de dados utilizando-se
do software LabScape. A andlise estatistica foi feita por meio de Anadlise de
Componentes Principais (PCA) para avaliar a correlacdo entre os diferentes grupos e
espectros, utilizando-se do programa MiniTab (Pensilvania). A importacdo dos dados
dos espectros foi obtida por meio do software OriginPro 9 (OriginLab, Massachusetts).

A analise das provaveis modificagcdes na estrutura quimica do colageno da
dentina radicular seria por meio da observacdo de alteracbes nas regides com
presenca de fosfato, carbonato, amida 1 e amida 2, relacionadas as mudancas que

podem alterar e prejudicar a qualidade tecidual e a presenca de crosslinks anormais.
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Figura 3 - Esquema ilustrativo dos pontos onde foram realizadas as espectroscopias
no FTIR-ATR

Legenda:
S&o0 2 pontos cervicais e 1 ponto apical em cada face — interna e externa -, totalizando 6 medidas
por amostra.

Analise por microscopia eletrénica de varredura

Além da analise quimica, foi realizada Microscopia Eletrdnica de Varredura
(MEV) como desfecho secundério, no Laboratério de Microscopia e Microandlise,
Instituto de Biologia, Universidade de Brasilia. O objetivo foi analisar qualitativamente
as superficies das laminas dentarias obtidas, tanto a superficie voltada para o canal
radicular como a superficie voltada para o meio bucal. O preparo das amostras para
a microscopia foi realizado com fixacéo por glutaraldeido com paraformaldeido por 2
horas (para fixar proteinas) seguido do tampdao cacodilato de sédio por 5 minutos. Em
seguida, as amostras foram imersas em tetréxido de 6smio, poés fixador que se liga a
lipideos, protegendo-as da luz. Depois, foi realizada lavagem com agua destilada e
desidratacdo das amostras com acetona a 50%, 70%, 90% e 100%, cada uma das
concentracdes agindo por 10 minutos, sendo a acetona a 100% colocada 2 vezes.
Para secagem da amostra, seguiu-se com banhos de CO; liquido, utilizando-se de um
aparelho de secagem a ponto critico CPD 030 (Balzers, Lab X, Massachusetts) por
20 minutos. Por fim, antes da microscopia em si, as amostras passam por um

metalizador SCD 500 (Leica, Germany) durante 1 minuto.

10
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Para realizacdo da microscopia, as amostras eram mantidas em vacuo até
pressao adequada. Em seguida, foi possivel visualizar e capturar as imagens geradas
e desejadas. A MEV foi realizada em microscoépio eletrénico de varredura de emissao
de campo, modelo JSM-7001F (JEOL, Boston). A voltagem de aceleracgéo foi de 15Kv
e a corrente de emissao de 61,2uA.

Devida necessidade de fixagdo imediata dos espécimes apods a extracao, o que
prejudicaria a analise de FTIR, amostras extras foram exclusivamente extraidas para
realizar a visualizacdo dos componentes na MEV. As amostras passaram pelo mesmo
processo de fixacdo imediatamente apds procedimento de descontaminacdo, ambos
previamente descritos, com a diferenca de aplicacdo de &cido fosférico apos
realizacdo dos cortes para remocao da camada de smear layer formada durante a

obtencao da lamina dentéria, para melhor visualizacdo das imagens na microscopia.

RESULTADOS

Os doadores das amostras apresentavam idades entre 36 a 61 anos, sendo
guatro do sexo masculino e dois do sexo feminino. Entre os seis doadores iniciais, trés
ndo possuem o habito de fumo, dois sdo fumantes e um afirma ja ter fumado. Quanto
ao tempo de diagnostico, a maioria apresentou diagnéstico de DM em torno de 5 anos,
enquanto dois tinham diagndstico da doenca ha mais de dez anos. Os trés doadores
de amostras usadas no FTIR-ATR, pertencentes ao grupo DM, eram insulino-
dependentes. Mais detalhes por doador encontram-se na Tabela 1.

Quanto aos indices glicémicos dos individuos, os doadores do grupo controle
possuiam HbAlc igual ou abaixo de 5,6% (média 5.5%+0.1%), enquanto 0 grupo
diabético apresentou valores médios de 6.9%+1.9%. Quanto a glicose em jejum, 0s
doadores do grupo controle apresentaram valores médios de 94.3x4.2 mg/dL,
enquanto no grupo diabético, os valores corresponderam a 112.7+42.5 mg/dL. J&
guanto a glicemia capilar, os valores foram de 94.3+4.7 mg/dL nos doadores do grupo
controle e de 105.0+42.1mg/dL nos doadores com DM tipo 2. Por fim, os individuos
do grupo diabético apresentaram valores de insulina em jejum (21.3£7.2 uU/mL)
maiores que os do grupo controle (12.9+0.9 uU/mL). Além das amostras dentarias
submetidas ao FTIR-ATR, outras duas amostras extras foram coletadas

11
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posteriormente para a realizacdo da MEV (doadores 7 e 8). Ambos os doadores
apresentavam diagnostico de DM tipo 2, sendo um do sexo feminino e um do sexo
masculino, e de idades correspondentes a 57 e 38 anos, respectivamente. Os indices
glicémicos seéricos dos doadores foram obtidos a partir de exame de sangue e

encontram-se representados por doador na Tabela 1.

12

Revista da Faculdade de Odontologia de Porto Alegre, v. 67, e144594, jan./dez. 2026.



Tabela 1 - Dados coletados durante etapa de recrutamento dos pacientes e indices glicémicos séricos dos doadores

. Hemoglobina Glicose Glicemia Insulina
, sem Tempo de Diabetes ; J : -

Grupo Idade Sexo Fumo - P glicada em jejum capilar em jejum

ponto Diagnostico  Controlada (HbA1c) (mg/dL) (mg/dL) uu/mL)
Doador 1 Controle 36 Masculino Nao - - 5,6% 99 96 13,44
Doador 2 Controle 37 Feminino Sim - - 5,5% 93 98 13,36
Doador 3 Controle 58 Masculino Ja fumou - - 5,4% 91 89 11,8
Doador 4 Diabético 44 Feminino Nao 2 anos Sim 5,9% 104 107 28,61
Doador 5 Diabético 61 Masculino Sim 3 anos Sim 5,8% 103 99 30,91
Doador 6 Diabético 51 Masculino Nao 10 anos As vezes 5,7% 94 82 17,17
Doador 7* Diabético 57 Feminino Ja fumou 7 anos Sim 7,9% 198 187 12,44
Doador 8* Diabético 38 Masculino Nao 17 anos Sim 10,4% 83 73 21,56

Legenda:

Amostras extras utilizadas exclusivamente para Microscopia Eletrénica de Varredura. Os valores de referéncia de glicemia seguiram as diretrizes da
Sociedade Brasileira de Diabetes vigentes no periodo do estudo. Foram considerados normoglicémicos os individuos com HbAlc < 6,5 % ou glicemia
de jejum (plasma venoso) < 126 mg/dL. A glicemia capilar foi utilizada apenas como medida auxiliar de monitoramento.

13
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A partir das medicdes realizadas por FTIR-ATR nas laminas dentarias,
eram gerados espectros referentes a cada ponto mostrado na figura 3. Como
exemplo, a figura 4 ilustra o espectro gerado a partir do ponto apical externo da
amostra dentaria do doador 1, ou seja, na porcédo apical da face oposta a voltada

para o canal radicular.

Figura 4 - Exemplo de espectro gerado a partir da medicao por FTIR-ATR do
ponto apical externo da amostra dentaria do doador 1

0.10 +

0.08 +

0.06 -

0.04 +

0.02 A

0.00

T T T T T T T T T T LA A L L
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
X

Legenda:
Espectro pertencente ao grupo controle (eixo x: comprimento de onda (cm-1); eixo y:
intensidade de luz infravermelha (transmitancia)).

Como explicado anteriormente, cada amostra era submetida a trés pontos
de medicao no FTIR-ATR, sendo que cada lamina gerou seis espectros. A figura
5 apresenta os seis espectros obtidos de cada uma das seis amostras (A-F). Ao
comparar os 36 graficos de FTIR-ATR gerados, observou-se que 0S picos que
mais apresentaram variacao entre os espectros se localizavam nas regides entre
os comprimentos de onda de 600 a 800 cm-* (circulos vermelhos) e de 1400 a
1800cm-! (quadrados amarelos). Nessas regides, ha presenca de fosfato (circulo
vermelho) e carbonato (quadrado amarelo), associados a alteragcdes na
maturacdo e mineralizacdo tecidual, e dos picos de amida 1 e amida 2,

compostos relacionados a presenca de crosslinks anormais derivados de AGEs.
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Figura 5 - Espectros de FTIR-ATR
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Legenda:

Espectros de FTIR-ATR gerados para as seis amostras dentarias obtidas dos doadores do grupo
controle e diabético (circulo vermelho: regido entre 600 a 800cm-! com variagdo da intensidade de
picos entre os diferentes espectros; quadrado amarelo: picos com variagfes entre espectros na

regido entre 1400 a 1800cm-1).

ApExt = Ponto apical externo; Apint = Ponto apical interno; CerExt_a = Ponto cervical externo a/
CerExt_b = Ponto cervical externo b; Cerint_a = Ponto cervical interno a; Cerint_b = Ponto
cervical interno b. Os nimeros que acompanham as siglas correspondem ao nimero ordinal
referente a ordem que as amostras foram submetidas ao FTIR-ATR.
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Foram geradas as PCs (Componentes Principais) a partir da extensa
gama de dados numéricos obtidos das espectroscopias, reduzindo a
dimensionalidade de dados, preservando o maximo de informacdes possivel e
utilizando-se a covariancia. A partir das PCs, foram gerados os graficos das
PCAs para observacdo de separacdo ou nao de grupos, separando-os em:
Controle Externo, Controle Interno, Diabético Externo e Diabético Interno.

Apesar da tendéncia de separacdo do grupo Diabético Externo em
algumas comparacdes geradas, em particular nas que envolvem a PC1, ndo &
possivel afirmar definitivamente que existe uma separag¢do concreta entre 0s
grupos a partir da PCA, ja que ndo houve separacdo de um grupo em todos 0s

gréaficos de dispersao.

Figura 6 - Gréficos de dispersdo gerados a partir da PCA
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Legenda:

Os gréaficos mostram a dispersdo dos grupos: circulo azul — controle externo (ce); quadrado
vermelho — controle interno (ci); losango verde — diabético externo (de); triangulo roxo — diabético
interno (di).
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Figura 7 - Tendéncia de separacdo do grupo diabético externo em relacéo aos
outros grupos no gréafico de dispersao gerados da PC 1 vs PC6.
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Legenda:

Grupos:

Circulo azul — controle externo (ce);
Quadrado vermelho — controle interno (ci);
Losango verde — diabético externo (de);
Triangulo roxo — diabético interno (di).

Além da andlise quantitativa feita por meio da PCA, as amostras também
foram analisadas qualitativamente em MEV. A figura 8 (a-h) traz as imagens
obtidas das amostras dentarias que haviam sido submetidas anteriormente ao
FTIR-ATR. Nela, apesar da fixacdo tardia, prejudicando a preservacado da
amostra, foi possivel observar em alguns pontos os tubulos dentinarios formados
pelas fibrilas colagenas, os remanescentes de ligamento periodontal e
microrganismos. Na figura 9 (a-d) sdo mostradas imagens de MEV obtidas de
outras duas amostras dentarias de doadores com DM tipo 2 e que ndo foram
submetidas ao FTIR-ATR, preservando-se melhor as estruturas a serem

visualizadas.
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Figura 8 - Imagens obtidas por meio de MEV para caracterizacdo e analise
qualitativa das amostras

@)

Legenda:

(a) e (b) — tbulos dentinérios entre a dentina e o canal radicular de amostra de diabético, na face
interna da lamina, correspondentes aos picos mostrados do doador 4.

(c) e (d) — remanescentes de fibras do ligamento periodontal de amostras de diabéticos, na face
externa da amostra dentaria e na regido das bordas do dente, correspondente aos doadores 5 e
6, respectivamente,
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(e) camada de fibras colagenas remanescentes entre dentina e canal radicular, na face de
amostra controle, correspondente ao doador 1.

(f) regido apical, com remanescentes de fibras colagenas, ligamento periodontal, e materiais
oriundos do corte do preparo, face externa de amostra controle, doador 2.

(9) e (h) microrganismos — cocos, bacilos, organismos filamentosos vistos em maior aproximagao
na imagem h - em face externa de amostra controle, do doador 3.

Figura 9 - Imagens obtidas por meio de Microscopia Eletrénica de Varredura para
caracterizacdo e andlise qualitativa das amostras

(6)

Legenda:

(a) e (b) tubulos dentinarios de amostra de diabético, entre as regiées de dentina e polpa, com
diferentes aproximacdes (x3300 e x800, respectivamente);

(c) visualizacdo de tubulos dentinarios perto da regido pulpar de amostra de diabético, com
pontos brilhantes na entrada dos tubulos devido a um erro no processo de metalizacdo das
amostras;

(d) restante de fibras coldgenas e células de dente de diabético.

DISCUSSAO

Esse estudo objetivou analisar a dentina radicular de pessoas com DM
tipo 2, comparadas com controles normoglicémicos, e observar se ha formacao
de crosslinks anormais nessa estrutura. A variacao entre os picos de diferentes
espectros foi maior nas regides correspondentes a presenca de amidas,
carbonato, fosfato e conteddo orgéanico, havendo uma tendéncia de separacdo
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do grupo diabético externo, sugerindo alguma alteracdo na composi¢cao quimica
do tecido dentario nessa condi¢éo, provavelmente decorrente da hiperglicemia
do ambiente bucal. Portanto, ndo € descartada a hipotese que o estado de
hiperglicemia sistémica e/ou associada ao aumento da glicose salivar pode levar
ao aumento das reacdes de glicacdo e consequente formacédo de crosslinks
anormais derivados do acumulo de AGEs na dentina.

E esperado que a quantidade de AGEs aumente com o envelhecimento e
niveis elevados de glicose sanguinea, como na DM?2. Estudos indicam que, em
pessoas vivendo com DM tipo 1, ha um aumento de AGEs, como os produtos
Amadori, e maior concentracado de colageno na pele. Isso estaria associado a
niveis elevados de HbAlc. Com a melhora no controle glicémico, observa-se
reducdo na glicacdo do colageno?3?4, Dessa forma, o colageno em diabéticos
apresenta maior numero de crosslinks, menor solubilidade e digestibilidade, o
que contribui para o aumento da rigidez tecidual e esta relacionado as
complicacdes da doencal®!® Além disso, a literatura sugere uma possivel
associacado entre a glicacdo de proteinas e a progressao da cérie, devido a
formacéo de crosslinks anormais no colageno dentinario. A dentina exposta a
cavidade oral entraria em contato com acgucares da dieta, que, por sua vez, ao
reagirem com 0s componentes da matriz dentinaria, poderiam realizar glicacdes
ao redor dos tibulos dentinarios, afetando o colageno presente na estrutura®?7,
O estudo de Fukushima et al. confirmou que os produtos de glicacdo se
acumulam ao redor dos tubulos, sendo mais evidentes na dentina cariada do que
na dentina higida?®.

O FTIR-ATR, método escolhido para avaliar as amostras dentérias, é
capaz de identificar modificacbes com relacdo a estrutura molecular e
composi¢ao por meio da radiagéo infravermelha que é refletida na superficie da
amostra em contato com o cristal (ATR). Porém, para que uma alteracao seja
identificada por meio de um pico no espectro gerado, € preciso que haja uma
modificagdo expressiva, em maior escala, a ponto de ser refletida na
espectroscopia. Isso pode justificar a ndo diferenca encontrada entre 0s grupos

do nosso estudo. Porém, nos nossos resultados pode ser observado
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qualitativamente nos espectros gerados uma variagcdo entre picos de
determinadas regides, levando a hipétese de que possam estar relacionados aos
crosslinks derivados dos AGEs. Na regido que mais apresentou diferenca entre
0S Varios espectros, entre os comprimentos de onda de 600 a 800cm-1, sédo
encontrados fosfato e hidroxila, enquanto entre a regido de 1400 a 1800cm-1, h4
presenca de amidas 1 e 2, carbonato, &gua e matéria organica?® 20,

Em trabalhos prévios, observou-se uma diminui¢cdo na intensidade do pico
na regido aproximada de 1400cm-! ao reagir polifendis com dentina, o que
poderia sugerir formacao de crosslinks nessa regido, ou seja, uma provavel
reticulacéo artificial do coldgeno. Também se observou que a reducdo no pico
de amida 2 e o aumento no pico de amida 1 poderiam estar associados a
formacdo de crosslinks333, Entre os grupos do nosso experimento, a maior
diferenca observada qualitativamente na regido onde h& a presenca de amidas
foi no doador 2, pertencente ao grupo controle, e ndo ao grupo diabético como
esperado. Porém, por meio do PCA, método utilizado, observou-se a tendéncia
de separacao do grupo diabético externo (isto €, faces externas das amostras
dentarias dos doadores com DM tipo 2). Esse achado pode sugerir que a
provavel causa para maior acumulo de AGEs e consequente formacédo de
crosslinks anormais seja decorrente de uma hiperglicemia local, por meio do
contato dessas superficies com a saliva presente no meio bucal. Isso pode ser
confirmado com os estudos prévios que demonstraram que a saliva de DM é
alterada e possui maior quantidade de glicose*®.

Estudos recentes corroboram com nossa hipotese de que a glicacao do
colageno em DM pode estar associada a mecanismos que favorecem a
progressao da doenca cérie no tecido dentinario. AGEs derivados da glicose
promovem também adesdo inicial, formacdo de biofime e producdo de
polissacarideo extracelular insolivel de S. mutans®. Mudancas no
comportamento da adeséo e formagéao de biofilme oral como funcéo da glicacao
do colageno pode ajudar a explicar o aumento da disbiose em pacientes com
DM, desempenhando assim, um potencial fator envolvido na patogénese da

doenca carie nesses pacientes!! 34,
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E relevante discutir variaveis que podem influenciar nossos resultados e
a formacédo de AGEs e crosslinks anormais na estrutura dentinaria. No grupo
diabético, os doadores relataram diagnostico de diabetes, mas apresentavam
HbAlc abaixo de 6,5%, valor de referéncia para determinar o controle glicémico.
Assim, é fundamental considerar o controle realizado pelos doadores e sua
duracdo, para compreender o periodo em que o0 paciente esteve em
hiperglicemia. Além disso, futuros estudos podem investigar a separacdo por
subgrupos etarios, dado que o envelhecimento do colageno ocorre também em
idosos, podendo ser um fator de confuséo na analise de crosslinks em pacientes
diabéticos. E fundamental compreender que avaliar o periodo de exposicdo a
saliva hiperglicémica, o tempo de diagnostico de DM e o tempo em que o doador
se encontra com a glicose descompensada se fazem necessarios para futuras
andlises.

Nosso estudo apresenta algumas limitagdes. Como citado anteriormente,
os doadores do grupo DM tiveram HbA1c controlada, porque nédo poderiam fazer
a cirurgia com a hiperglicemia aumentada por risco de infec¢do. Apesar de haver
uma diferenca entre os grupos quanto aos diagndsticos recebidos pelos
doadores (grupos normoglicémico e diabético), o controle da doenca era
realizado com o médico e relatado pelos doadores durante a entrevista de
recrutamento. Como as extracfes das amostras dentarias tinham indicacdo em
decorréncia de doencas como lesBes de carie e periodontite em estagios
avancados, € possivel que a composicdo quimica das amostras tenha sido
afetada, uma vez que esses processos patolégicos modificam significativamente
a composicdo do tecido dentario. No entanto, tais caracteristicas ndo foram
registradas individualmente para os dentes avaliados, visto que todos
apresentavam indicacdo de extracdo. Ressalta-se, entretanto, que essa
condicdo era semelhante para todos os dentes incluidos (visto da nao
diferenciacao clara dos grupos), o que sugere que a limitacdo foi minimizada.
Por tratar-se de um estudo piloto, ndo é possivel concluir que as alteragbes
observadas sejam efetivamente crosslinks; estudos adicionais, com maior

namero amostral e controle das condi¢cbes clinicas, sdo necessarios para
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confirmar o potencial envolvimento da formag&do de AGEs no contexto do DM.
Consideramos que seria interessante realizacdo de novos estudos a partir de
extracdo de terceiros molares higidos. Futuramente, também pretende-se

investigar alteracdes em amostras de DM tipo 1, para fins de comparacéao.

CONCLUSAO

Sugere-se que h& alguma alteracdo na composi¢cdo quimica do tecido
dentario na regido externa cervical em DM, provavelmente decorrente da
hiperglicemia local. Porém, apesar de alguns picos estarem alterados, nao foi
possivel concluir que ha a formacgdo de crosslinks anormais, pois o padrdo de
espectrometria ndo diferenciou claramente as amostras controles e diabéticas

por ndo haver separacao de grupos em todos os graficos de dispersao.
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