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Resumo

Muitas das lesGes que ocorrem no organismo humano tém como
principal causa a acg¢do de xenobidticos presentes no meio ambiente e
gue entram em contacto com o corpo.

Os xenobioticos além de induzirem lesdes morfologicas bem
identificaveis, causam também alteragbes funcionais de gravidade
variavel. A acgédo dos xenobioticos sobre o organismo depende de varios
factores entre os quais se salientam: a natureza quimica da molécula, a
sua concentracdo no ambiente, o contacto repetido, a porta de entrada, e
a actividade fisiologica do organismo. O DMBA é um tbxico que se
encontra no ar contaminado, em alguns alimentos e também no fumo do
tabaco?. O objectivo deste trabalho é avaliar a influéncia do DMBA nas
alteracdes morfolégicas do ligamento periodontal.

Neste estudo foram utilizados 20 ratos Wistar machos, com oito
semanas no inicio do estudo. Os ratos foram distribuido por dois grupos
com 10 animais cada um. O grupo | constitui o grupo controlo, mantido
durante 8 semanas sem qualquer manipulagédo indutora de alteragbes. O
grupo Il foi submetido a administracdo de 7,12-dimetilbenzantraceno
(DMBA), trés vezes por semana, durante 4 semanas, numa dose de 20
mg/Kg em cada toma.

No final do periodo de administracdes todos os animais foram
sacrificados, fazendo-se de seguida a respectiva necropsia.

No grupo |, o valor de R1 foi de 0,07+ 0,07 e R2 de 0,79 + 0,25, n&o se
verificando a presenca de DMBA nos adipécitos. A distribuicdo dos valores
de R2 neste grupo foi o seguinte: pequeno 15,38%, médio 69,23%, grande
10,99% e muito grande 3,30%.

No grupo Il, o valor de R1 foi de 0,07 + 0,04 e R2 de 0,84 + 0,35. A
distribuicdo dos valores de R2 neste grupo foi o seguinte: pequeno
15,07%, médio 63,01%, grande 8,22% e muito grande 12,33%. Nos
animais deste grupo foi detectada a presengca de DMBA no tecido adiposo
em todos.

O DMBA nas condi¢cdes estudadas néo interfere significativamente com o

ligamento periodontal em termos morfologicos.
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Abstract

Many injuries which occur in human body is mainly caused by the
action of xenobiotics present in the environment and coming into contact
with the body.

The xenobiotics they induce a good morphological identifiable damage,
also cause functional alterations of varying severity. The action of
xenobiotics on the body depends on many factors among which we
highlight: the chemical nature of the molecule, its concentration in the
environment, the repeated contact, the gate of entry and the physiological
activity of the organism. DMBA is a toxic present in the contaminated
environment, in some foods and also in tobacco smoke 7. The aim of this
work is to evaluate the influence of DMBA in morphological changes of the
periodontal ligament.

In this study was used 20 male Wistar rats, eight weeks at the
beginning of the study. The rats were distributed into two groups of 10
animals each. Group | is the control group, maintained for 8 weeks without
any inducing manipulation changes. Group Il was subjected to the
administration of 7,12-dimethyl-benzanthracene (DMBA) three times a
week, for 4 weeks at a dose of 20 mg / kg in each takes.

At the end of the administrations, the animals were sacrificed and then
making up their necropsy.

In group |, the value of R1 was 0.07 + 0.07 and R2 was 0.79 + 0.25, not
checking the presence of DMBA in adipocytes. The distribution of R2
values in this group was as follows: 15.38% small, 69.23% medium,10.99%
large and 3.30% very large.

In group I, the value of R1 was 0.07 + 0.04 and R2 was 0.84 + 0.35.
The distribution of R2 values in this group was as follows: 15.07% small,
63.01% medium, 8.22% large and 12.33% very large. The animals in this
group was detected the presence of DMBA in adipose tissue at all.

DMBA in the studied conditions does not significantly interfere with the

periodontal ligament in morphological terms.
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Introducéo

Muitas das lesbes que ocorrem no organismo humano tém
como principal causa a acg¢do de xenobioticos presentes no meio
ambiente e que entram em contacto com o corpo’.

Os xenobioticos além de induzirem lesdes morfolégicas bem
identificaveis, causam também alteragdes funcionais de gravidade
variavel2. A ac¢céo dos xenobioticos sobre 0 organismo depende de
varios factores entre os quais se salientam: a natureza quimica da
molécula, a sua concentracdo no ambiente, o contacto repetido, a
porta de entrada, e a actividade fisiolégica do organismo?23.

Os xenobioticos costumam ser agrupados segundo as suas
caracteristicas quimicas, em varios grupos24.

Um dos grupos frequentemente descrito é o dos
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, onde se incluem mais de
100 moléculas com proveniéncias muito diversas, desde a
combustéo de derivados do petréleo, outras combustbées como o
que acontece no tabaco ou na preparacdo de alguns alimentos
(grelhados). Alguns destes compostos sdo usados para fabricar
medicamentos, tintas ou pesticidas?.

Estes compostos tém sido amplamente estudados devido aos
seus efeitos adversos sobre o organismo. A Agéncia dos Estados
Unidos para Substancias ToOxicas e o registo da doenca
escolheram dezassete HPAs de maior impacto para a saude
humana*: acenafteno, acenaftileno, antraceno, benzantraceno,
benzopirenos, benzofluoretano, benzoperileno, benzofluorantenos,
criseno, dibenzantraceno, fluoranteno, fluoreno, indenodipireno,
fenantreno e pireno.

A contribuicdo das fontes naturais &€ muito limitada, restringindo-
se praticamente a queima espontanea de florestas e emissbes
vulcanicas, sendo entdo a principal fonte a antropogénica. Esta
pode-se dividir em quatro grandes grupos:

+ Emissbes domeésticas - predominantemente associadas a queima

de carvao, petréleo, gas, lixo, entre outras substancias orgénicas

C

Acenaphthene

¢

Acenaphtylene

e

benzanthracene

benzo[ajpyrene



benzo[e]pyrene

benzo[b]fluoranthene

benzo[ghiJperylene

Cavidade oral e 7,12 dimetilbenzantraceno

como o tabaco;

+ Emissées de transportes - ocorrem essencialmente ao nivel do
solo. A emissdo de HAPs através destas fontes depende de varios
factores, como por exemplo, do tipo de combustivel e da qualidade
deste;

+ Emissées industriais - estdo relacionadas com a producdo de
coque, produgao primaria de aluminio e preservagéo de madeiras;
+ Origens agricolas - estao associadas principalmente a queima de

matéria orgénica de campos e de florestass.

Os HAPs podem ser obtidos por sintese quimica. Os HPAs séo
um grupo de compostos orgéanicos com dois ou mais anéis
benzénicos ligados, constituidos exclusivamente por atomos de
carbono e hidrogénio organizados sob forma linear, angular ou
agrupada®. Em virtude das suas propriedades fisico-quimicas e da
grande distribuicdo ambiental, o risco de contaminagcdo humana
por estas substancias € significativo. Apresentam uma solubilidade
relativamente baixa em agua, mas séo altamente lipofilicos, sendo
por esta razdo, rapidamente absorvidos e distribuidos no
organismo. A composicéo e a complexidade das misturas de HPAs
dependem das fontes emissoras. Em geral, essas misturas séo
bastante complexas, contendo uma grande variedade de HPAs, em
diferentes niveis de concentracao®.

De maneira geral, tanto os HPAs quanto os seus derivados estéo
associados ao aumento da incidéncia de diversos tipos de
neoplasias no homem?'. A elevada taxa de mortalidade (cerca de
6,5 milhdes de pessoas morrem de cancro anualmente) e o facto
de que os tratamentos para estas doencas serem muito
dispendiosos, demorados e normalmente trazerem muito
sofrimento para os doentes, expdem assim claramente, os
potenciais beneficios de que o entendimento, a avaliacdo e o
controlo da exposicdo humana a substancias que possuem
actividade carcinogénica/mutagénica podem trazer, particularmente

quando se sabe que a grande maioria dos cancros resulta de
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interacgbes genéticas e ambientais, sendo as causas externas
(ambientais), em conjunto com factores de susceptibilidade
adquirida, as mais importantes. No caso dos HPAs e derivados,
isto é feito geralmente através da monitorizagdo dos niveis
ambientais destas substancias, do conhecimento das vias de
penetracdo no organismo, do seu metabolismo, bem como da
avaliacdo precoce dos seus efeitos fisiologicos. Varios
componentes deste grupo sdo capazes de reagir directamente, ou
apos sofrerem transformagdes metabdlicas, com o DNA, tornando-
se potenciais carcinogénicos e eficientes mutagénicos?.

De entre o elevado numero de HPAs conhecidos, temos o 7,12 —
dimetilbenzantraceno (DMBA); sendo este um dos mais potentes

agentes carcinogénicos conhecidos’.

DMBA

O DMBA é um hidrocarboneto (C20H1s) com uma massa molar de
256,34 g/mol e ponto de ebulicdo de 122-123°C sendo classificado
como carcinogénico. Apresenta uma estrutura quimica derivada do
antraceno em que a adi¢do do nucleo benzénico a regidao K e a
adicdo de dois grupos metilo a regido L do antraceno, conferem a
molécula maior efeito carcinogénico.®

Este tdxico encontra-se no ar contaminado, em alguns alimentos e
também no fumo do tabaco?. Relativamente ao consumo do tabaco
em seres humanos podemos referir que esta relacionado com uma
série de doencas graves, tendo sido sugerido que 0 seu consumo
estd associado a 70-80% de tumores orais, e que a percentagem
aumenta quando associado ao consumo de alcoold. O DMBA
encontra-se portanto em grandes concentragbes (40-100ng por
cigarro) na fraccao do alcatrao presente no fumo do “cigarro™:10.

O DMBA ¢ utilizado em laboratério, por vezes, com o objectivo de
induzir neoplasias malignas. O DMBA é um potente carcinogénico
que induz tumores da pele e da mama, e necrose supra-renal, em
ratos. Na literatura encontram-se algumas referéncias

relativamente as doses que provocam estes efeitos. Quando se
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administra uma dose Unica de 30 mg (em 6leo) por via oral, ou 5
mg por via endovenosa (emulséo liquida), induz tumores mamarios
em ratos jovens da estirpe Sprague-Dawley e também provoca
necrose supra-renal em 2-3 dias. Um outro estudo também
demonstrou que uma quantidade menor, 20 mg, dado por via oral,
também induz rapidamente tumores mamérios. Para uma unica
dose de DMBA dada na alimentagéo em ratos de estirpe Sprague-
Dawley, a dose letal média (DL50) € de 27 mg/100 g e a dose que
para provoca lesdo supra-renal foi de 30 mg por rato (18 mg/ 100
g). Para uma Unica injecg¢éo intravenosa, a DL50 € 4,75 mg/100 g e
a dose ideal para indugéo da lesao supra-renal foi de 5 mg por rato
(3 mg/100 g) 36.11,12,13,

Existem também varios estudos relativamente a inducdo de
tumores de pele provocados por este toxico! 14,

Sabe-se que 0 maximo de absorcao de DMBA ocorre entre 3-6
horas ap6s a sua ingestdo. Na glandula mamaria o pico de
concentracdo € encontrado entre 3- 6 horas, sendo que estes
valores variam nos estudos, provavelmente devido ao uso de
diferentes veiculos e modos de administracdo. Estudos indicam
que o DMBA é rapidamente absorvido no tracto intestinal e tende a
acumular-se no tecido adiposo. O DMBA é rapidamente
metabolizado no figado, sendo a excrecéo biliar a principal via de
eliminacdo do DMBA. Esta estabelecido que 96-97% do DMBA
esta presente na bilis ja na forma de metabolitos?.

O DMBA sofre reacgdes oxidativas extensas na posicao reactiva do
anel, para produzir intermediarios reactivos electrofilicos. Estes
intermediérios véo interagir com o DNA e com proteinas e estéo
potencialmente envolvidos na etiologia de tumores induzidos por
quimicos. Numerosos estudos detalham a formagédo tanto de
derivados 3,4-epOxido, bem como diol e derivados diol-epOxidos.
Ambos os produtos s&o electrofilicos e foi demonstrado que
interagem com o DNA!

A propriedade carcinogénica do DMBA é atribuida a sua activagéo

em trés etapas para o metabolito DMBA-3,4-diol-1,2-ep6xido. O
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DMBA ¢ activado no tecido hepatico pela isoforma 1B1 (CYP1B1)
do citocromo P450 ao intermediario 3,4-epdxido, que €& entdo
hidrolisada a 3,4-diol pelo epdxido hidrolase microssomal. Este
composto sofre novamente epoxidacdo nas posi¢cdes 1,2 pelo
CYP1A1 ou pelo CYP1B1 para formar o metabolito final,
DMBA-3,4- diol-1,2-ep6xido?s

S6 é possivel quantificar/qualificar os metabolitos do DMBA, se

presentes, depois de serem extraidos dos érgaos/tecidos.

Ligamento Periodontal

O ligamento periodontal é um denso tecido de colagénio que
suporta e ancora o dente ao espaco alveolar. E também
considerado um importante componente do sistema de
sensibilidade a mastigagdo devido a sua rica inervacdo sensorial.
Os nervos sensoriais do periodonto sao responsaveis pelo toque e
pressdo assim como a sensacdo de dor, enquanto 0s nervos
sensitivos do dente apenas transmitem sensacéo de dor. Muitos
investigadores concordam com a nog¢do de que o ligamento
periodontal contém dois tipos de receptores: terminais livres
sensoriais nociceptivos e mecanoreceptores especializados
incluindo corplsculos Pacian e Meissner. Estimulos mecéanicos
podem facilmente originar varios reflexos orais, que podem facilitar
0 processo de mastigacao’s.

O ligamento periodontal contém assim, fibroblastos,
macroéfagos, células indiferenciadas ectomesenquimais,
cementoblastos e cementoclastos, osteoblastos e osteoclastos,
células epiteliais dos restos de Malassez e elementos vasculares e
neurais que sdo capazes de gerir e manter trés tecidos distintos: o
ligamento periodontal, e tecidos mineralizados como o cemento € o
0sso alveolar. Como linhas de células especificas retém o
potencial de regeneragdo, estimulacdo e abordagens selectivas

para a reorganizacdo de tecidos periodontais de suporte perdidos.
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Factores de risco para a periodontite

» Factores de risco estabelecidos:

- Bactérias especificas

- Tabaco

- Diabetes mal controlada
> Factores de risco potenciais:

- Polimorfismos genéticos

- [dade

- Factores sécioeconémicos

- Raca/ etnia

- Sexo

- Factores psicossociais

- Osteoporose

- Obesidade®

Efeitos da diabetes no periodonto

- Maior prevaléncia e gravidade de
gengivite nos doentes diabéticos, quando
comparados com doentes ndo diabéticos e
para niveis similares de placa bacteriana.

- O grau de inflamagédo gengival
aparenta ser directamente proporcional ao
descontrolo metabolico do doente diabético.

- O nivel de controlo glicémico pode
influenciar a resposta gengival a agressao
bacteriana no doente diabético.

- Existe uma associagdo significativa
entre diabetes e periodontite.

- Os doentes diabéticos evidenciaram
periodontites de extensdo semelhantes mas
com maior gravidade relativamente aos

doentes nao diabéticos.
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Potencial impacto das populacdes de fibroblastos na
periodontologia

- Gerar e manter a forma dos tecidos

- Patogénese da formagéo das bolsas periodontais

- Formacéo de lesbes fibrosas na gengiva

- Repopulacéo de células diferenciadas por barreiras de tecido

- Movimentos ortodénticos e tratamento de recidivas?®

Tecidos especializados como o periodonto incluem
interacgbes epitélio-mesenquimais e complexos juncionais (para o
dente e tecido de conexdo). O periodonto primordial inclui osso
alveolar, cemento, epitélio juncional e gengiva aderente. Baseado
na sua origem embrionaria, os tecidos periodontais sdo formados
pela interaccao entre as células mesenquimais e epiteliais que
respondem de uma forma diferente a uma variedade de
estimulos'”. As células progenitoras mais primitivas séo
encontradas em locais paravasculares do ligamento periodontal e
da gengiva. A descendéncia destas células migra para locais
extravasculares onde presumivelmente contribuem para a sua
diferenciag@o e reparacdo'8. Além disso, a sequéncia de eventos
necessaria para uma regeneracao periodontal depende de varios
processos independentes que poderdo estar ligados entre si:
osteogénese, cementogénese e formacao de tecido de conexao.
Na verdade, um ambiente desfavoravel e a continua presenca de
patogénese e dos seus produtos (principalmente endotoxinas)
contaminam a superficie da raiz do dente que é considerado um
factor limitante para uma regeneracgéo periodontal previsivel.”

Através da biologia molecular das proteinas
morfogenéticas do osso (BMPs) conclui-se que estas induzem a
cementogénese e a formacdo de ligamento periodontal indicando
que estas proteinas podem ter diversas fungbes in vivo ndo se
limitando a inducdo da formacgéo de cartilagem e osso. Analises

histolégicas mostraram que as BMPs em conjunto com a matriz de
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colagénio induziram a regeneracdo de cemento, ligamento
periodontal e osso alveolar?®.

O problema crucial da regeneragcédo periodontal esta na
rapida colonizacdo e sintese da matriz extracelular pelos
cementoblastos e dos precursores que vao desnudando a
superficie da raiz, seguido pela morfogénese das fibras de
sharpey’s que se vao inserindo no novo cemento formado.®

Algumas doencgas afectam a composicéo e integridade das
estruturas periodontais causando a destruicdo do tecido de
conexao das células da matriz, a perda de ligacdo fibrosa e a
reabsor¢cé@o do o0sso alveolar. Estas mudangcas podem levar a perda
do dente.20

A doenca periodontal é um processo infeccioso
caracterizado pela destruicdo do tecido conjuntivo com perda
subsequente de insercdo periodontal e reabsorcdo de 0sso
alveolar. Os responséaveis deste processo sdo as bactérias
anaerObias Gram negativas e os seus produtos e constituintes tais
como os lipopolisacarideos (LPS)2. Na doenca periodontal, a
perda 6ssea comeca sempre no nivel de osso da crista e na sua
perda progressiva apicalmente. As lesdes tipicas sdo cdnicas no
contorno. A sondagem pode comecar da profundidade do sulco
com valores normais, avancando gradualmente passo a passo
para apical na extensdo da lesdo®2. O diagnéstico da doenca
periodontal baseia-se em métodos clinicos e radiograficos. Outros
métodos mais recentes tém por objectivo estudar a resposta
inflamatéria do hospede (métodos imunoldgicos, bioguimicos). Os
componentes do fluido gengivo-crevicular usam-se também para
identificar ou diagnosticar a doenga periodontal activa2!.

O objectivo no tratamento periodontal &€ assim prevenir o
mais possivel a perda de ligacao e regenerar os tecidos de suporte
periodontais. Para atingir o sucesso na regeneracao periodontal a
formagcéo de um epitélio funcional, a inser¢cdo de novas fibras de
tecido de conexao na raiz, a re-formagéo de novo cemento acelular

na superficie da raiz e a restauragéo da altura do osso alveolar séo
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- A perda de insercéo periodontal ocorre
mais frequentemente em doentes diabéticos
ndo ou moderadamente controlados, tanto
do Tipo 1 como do Tipo 2, do que nos com
bom controlo metabdlico.

- Doentes diabéticos com complica¢des
sistémicas mais avancadas apresentam
uma maior frequéncia e severidade de
doenca periodontal.

- A presenca de marcadores
inflamatérios no fluido crevicular gengival
evidenciou o estado pro-inflamatério da
diabetes, independentemente da presenca
de periodontite

- Adicionalmente, existe uma diminuicdo
da funcdo dos PMN neutrofilos no fluido

crevicularzs.

Efeitos da periodontite na diabetes

- A prevaléncia da diabetes em doentes
periodontais & duas vezes superior a dos
doentes periodontalmente saudaveis.

- Foi estabelecida uma associa¢do entre
0s niveis séricos de TNF-a e a resisténcia a
insulina na diabetes tipo 2.

- A periodontite cronica foi positivamente
associada aos niveis plasmaticos de TNF-a
em doentes com diabetes tipo 2.

- Doentes com diabetes tipo 2 e
periodontite severa apresentavam niveis de
HbA1c significativamente elevados e mais
complicagcbes cardiovasculares do que

doente diabéticos sem periodontite.23



Diabetes e tratamento periodontal

- A resposta ao tratamento periodontal
em doentes diabéticos controlados € similar
a dos doentes néo diabéticos.

- Em doentes diabéticos nao
controlados, a evolugéo é menos favoravel

- A evidéncia disponivel suporta o
conceito de um aumento da gravidade da
periodontite nos doentes diabéticos mal
controlados mas ndo da sua extensao.

- A periodontite esta associada ao mau
controlo metabdlico da diabetes e as suas
complicagbes néo orais.

- Diabéticos controlados apresentam
condi¢cbes periodontais comparaveis a
populacdo saudavel e respondem
favoravelmente ao tratamento periodontal.

- A evidéncia disponivel é ainda
inconclusiva relativamente a eficacia do
tratamento periodontal na melhoria do
controlo metabdlico da diabetes e da
inflamacéao sistémica.

- O Médico Dentista deve ter
conhecimento sobre a relagdo bidireccional
entre a diabetes e a periodontite.

- O doente diabético deve ser informado
desta relacdo, no sentido de, em conjunto
com o Médico Dentista, prevenir ou minorar

as complicacdes tardias da diabetes?3.

Cavidade oral e 7,12 dimetilbenzantraceno

requeridas. No entanto, o obstaculo para atingir a regeneracao
periodontal apés os tratamentos convencionais é a proliferacao de
tecidos epiteliais no defeito mais rapidamente do que os tecidos
mesenquimais. Isto leva a uma formagéo de um epitélio juncional
longo, prevenindo a migragdo selectiva, proliferacao e

diferenciagé@o de células que derivem do ligamento periodontal.20
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Material e Métodos

Neste estudo foram utilizados 20 ratos Wistar machos, com oito
semanas no inicio do estudo, mantidos nas condigdes fisiologicas
de manutencdo e manipulacdo, de acordo com a legislacdo em
vigor. Foram mantidas todas as condicbes ambientais que
permitem assegurar condigbes fisioloégicas dos animais em ensaio,
nomeadamente, temperatura, humidade, ciclos de luz-escuro e
condi¢cbes do chao das gaiolas. A alimentagéo e o fornecimento de
agua foi feito tendo em conta os parametros anatomofisiologicos
da espécie e a manutengéo respeitou as condicbes de higiene e
stresse minimo dos animais.

Os ratos foram distribuidos por dois grupos com 10 animais
cada um. O grupo | constitui o grupo controlo, mantido durante 8
semanas sem qualquer manipulagdo indutora de alteragdes. O
grupo Il foi submetido a administracdo de 7,12-
dimetilbenzantraceno (DMBA), trés vezes por semana, durante 4
semanas, numa dose de 20 mg/Kg em cada toma.

No final do periodo de administracées todos os animais foram
sacrificados por excesso anestésico, administrado por via
intramuscular, fazendo-se de seguida a respectiva necropsia.

A necrbpsia permitiu excluir a presenca de patologia néo
induzida. De cada animal foi colhida a mandibula e feito o estudo
dos dentes pré-molares, a partir de laminas de HE. Foi feita
avaliacao histopatologica e a andlise morfométrica do ligamento
periodontal.

A andlise morfométrica foi feita em fotografias de dentes,
coradas pela Hematoxilina-Eosina, com um aumento de 50 X.
Para esta analise foi usado o programa informético Imaged.

Foi determinada a area do ligamento periodontal, as areas de
hialinizacdo e area dos tecidos duros do respectivo dente
envolvido pelo ligamento. Com estes elementos foi calculado para

cada caso:
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R1= (AH/ALP)

R2 =ADTD/ALP

Rn médio, Rn € [Rn-d; Rn+d]
Rn pequeno Rn € ]Rn-d; Rn-20]

Rn grande Rn € ]Rn+9d; Rn+29]
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— relagé@o areas de hialinizagdo (AH) e area total do ligamento
(ALP)
R1= (AH/ALP)

— relacdo area de dente-tecido duro (ADTD) e area do

ligamento periodontal (ALP)

R2 = ADTD/ALP

Para cada relagéo foi calculado o perfil determinado pelos
valores ¢ de R1 ou R2 e os respectivos desvios padrdes.
Para cada uma destas relagcdes foram consideradas as

seguintes possibilidades:

Rn médio, Rn € [Rn-d; Rn+d]
Rn pequeno Rn € ]Rn-9; Rn-29]
Rn grande Rn € ]Rn+d; Rn+24]

Consideraram-se ainda os muito pequenos quando inferior aos

pequenos e 0s muito grandes quando superiores aos grandes.

Os dados obtidos foram submetidos ao tratamento estatistico

para calcular a variacao para um intervalo de confianca de 95%.
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Extraccao, identificacédo e quantificacdo do DMBA

O isolamento da porcao lipofiica de tecido adiposo foi
efectuado através de uma extraccéo liquido-liquido onde se utilizou

uma solucgéo cloroférmio/metanol (2:1).

Apbs a extraccdo as porgdes isoladas foram analisadas por
cromatografia liquida de alta press&o. Recorrendo a um aparelho
equipado com injector automatico (Shimadzu, Sil-20AC HT), uma
coluna de fase reversa Zorbax ODS (4.6 mm ID x 250mm, 5 ym),
com um detector UV-VIS (Shimadzu, SPD-20AV) e um detector de
fotodiodos UV-VIS (Shimadzu, SPD-M20A). Como fase movel
utilizou-se um gradiente partindo da mistura 50:50 acetonitrilo:agua
evoluindo para 100% de acetonitrilo apés 30 minutos, com um
fluxo de 1 ml/min. A temperatura da coluna foi mantida a 40°C em

todas as leituras experimentais.

HPLC System

1 Solvent

i
L

._@/njector

|
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Microfotografias das estruras
dentarias

Resultados

No grupo | (controlo) a avaliagao histolégica do ligamento
periodontal mostrou nao existirem alteracbes morfologicas
significativas. A polpa dentaria mostrava-se sem sinais de
inflamagdo ou necrose. Os tecidos duros apresentam uma
histologia normal e o ligamento periodontal ndo mostra aspectos
compativeis com patologia inflamat6ria ou degenerativa. O osso
alveolar apresenta uma histologia sem alteracdes.

Neste grupo R1 foi de 0,07+ 0,07 e R2 de 0,79 = 0,25. A
distribuicéo dos valores de R2 neste grupo foi 0 seguinte: pequeno
15,38%, médio 69,23%, grande 10,99% e muito grande 3,30%.
Neste grupo a correlagdo (Pearson) entre area do ligamento
periodontal e area de dente (tecido duro) é de 0,876 e a correlagédo
entre a area de hialinizacéo e area do ligamento é de -0,060.

Nos animais deste grupo nao foi detectada a presenca de -
DMBA na gordura.

No grupo Il (administracdo de DMBA) a avaliagdo histolégica
do ligamento periodontal evidenciou em alguns casos pequenas
areas de hialinizacdo. Histopatologicamente ndo se encontraram
alteragdes significativas da polpa, ou dos tecidos duros do dente
nem do osso alveolar.

Neste grupo R1 foi de 0,07 + 0,04 e R2 de 0,84 + 0,35. A
distribuicéo dos valores de R2 neste grupo foi 0 seguinte: pequeno
15,07%, médio 63,01%, grande 8,22% e muito grande 12,33%.

Neste grupo a correlagdo (Pearson) entre area do ligamento
periodontal e area de dente (tecido duro) é de 0,797 e a correlagédo
entre a area de hialinizacao e area do ligamento é de 0,399.

Nos animais deste grupo foi detectada a presenga de DMBA no

tecido adiposo em todos, com uma concentragdo de 4,124 + 1,56
ug de DMBA /d de tecido.

Grupo Il (DMBA), HE, 50X
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Tabela 1. - Descri¢cdo sucinta dos valores de Rn2 pelos grupos.

Muito pequenos

1,10%

Pequenos 15,38% 15,07%
Médios 69,23% 63,01%
Grandes 10,99% 8,22%

Muito grandes 3,30% _
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Discussao e Conclusoes

O estudo da administragdo de DMBA simulando uma situagéo
de contacto com este carcinogénio mostrou que existe uma
acumulagéo do toxico no tecido adiposo. Considerando o peso
médio dos ratos e o valor médio do tecido adiposo do animal, que
calculamos em 7,5%, verifica-se que o tecido adiposo ao fim de
quatro semanas retém ainda cerca de 0,129% da quantidade que
foi administrada. Esta quantidade parece-nos bastante
significativa, dado que este xenobidtico é de metabolizagao
hepatica e fica assim demonstrado que apesar disso, 0 organismo
nao se liberta totalmente do téxico. Uma percentagem permanece
armazenada no tecido adiposo.

Estes dados apontam para a necessidade de pesquisar o toxico
noutros tecidos, bem como fazer doseamentos seriados ao longo
do tempo, para avaliar quanto tempo sera necessario para a sua
eliminacéo total.

Igualmente interessante sera perceber o tamanho dos
adipocitos na administracéo deste toxico, o que pode trazer dados
importantes sobre possiveis reac¢des neste tecido.

Este xenobibtico podera contribuir também para um estado
alterado de saude, eventualmente com alteragbes de moléculas
que intervém no apetite ou com a indugdo de um estado
inflamatério de pequena intensidade mas persistente. Para melhor
caracterizar estas possiveis situacdes sugere-se a quantificacéo
de algumas hormonas e de interleucinas da corrente sanguinea.

No que respeita as alteragdes sobre o ligamento dentario elas
sdo minimas. Havendo provavelmente uma ligeira hialinizagdo no
grupo Il. Também as pequenas variagdes na distribuicdo de R2 nos
sugere a pouca ou nenhuma accdo sobre estas estruturas
dentarias em termos morfologicos.

Os resultados encontrados apontam que a administracdo das
quantidades usadas, no tempo do ensaio, ndo causa alteragbes

morfologicas significativas, ndo se podendo excluir uma acgéo
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Quadro mostrando as variacées de Rn2

nos varios grupos

Rn2 Grupo | Grupo Il
Ip\)/leuc;tl?enos 1,10% 1
Pequenos 15.38% K
Médios 69,23% K
Grandes 10.99% K
g/::irtm(;es 3,30% ’
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lesiva ainda s6 traduzida por alteragbes moleculares.
Com estes resultados parece-nos indicado prolongar o ensaio
com mais administracbes e estabelecer um grupo com

administracdo de maiores concentragoes.
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