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Resumo

Introdução: A diabetes mellitus é uma doença metabólica, de etiologia múltipla, caracteri-

zada pela deficiência na ação e/ ou secreção de insulina com aumento dos níveis de glicose

em circulação, resultando num quadro de hiperglicemia. Vários doentes com diabetes

mellitus descontrolada, têm maior predisposição para apresentar a língua com um aspeto

clínico com alterações visíveis, e que podem comprometer a função deste órgão na cavidade

oral.

Objetivos: Este trabalho tem como objetivo estudar as alterações morfológicas e ele-

mentais da diabetes experimental na língua de ratos Wistar. Essa avaliação foi feita com

recurso à técnica de Fluorescência de raios-x (FRX).

Materiais e Métodos: Foi utilizada uma amostra inicial de 14 ratos machos da estirpe

Wistar com 8 semanas de idade no início do estudo que foram divididos aleatoriamente em

dois grupos (n=7 em cada grupo), sendo que o período experimental decorreu durante 4

semanas para os dois grupos. O grupo I (controlo) foi mantido sem manipulação indutora

de alterações, e no grupo II (teste) a indução da condição diabética foi realizada com

estreptozotocina (STZ). Após o sacrifício nos tempos designados, foram recolhidas as

línguas para o estudo. As amostras foram analisadas pela técnica de fluorescência de

raios-x e os dados recolhidos foram submetidos a uma análise estatística através do teste

t-student.

Resultados: Com recurso à técnica de fluorescência de Raios-x, foi possível fazer a

identificação de vários elementos: cálcio, fósforo, potássio, cloro, enxofre, ferro e alumínio.

Os valores médios das contagens por segundo para os vários elementos encontrados, tanto

no grupo teste como no grupo controlo, apresentaram alguns resultados estatisticamente

significativos para os elementos fósforo, enxofre e potássio. Relativamente ao rácio dos

elementos com o potássio, fósforo e enxofre, apenas o rácio potássio/fósforo, o cálcio/fósforo

e o ferro/fósforo apresentaram valores estatisticamente significativos.

Conclusão: De acordo com o estudo efetuado, concluímos que é necessário uma



repetição do estudo com uma amostra superior. Contudo, as alterações patológicas sugerem

que a diabetes mellitus pode levar a alterações estruturais ao nível elemental e molecular,

que antecedem as alterações morfológicas na topologia estudada (língua).

Palavras chaves: diabetes mellitus, língua, diabetes experimental, fluorescência raios-

X.



Abstract

Introduction: The mellitus diabetes is a metabolic disease of multiple etiology, charac-

terized by the lack of action and / or insulin secretion, increasing glucose levels in circulation,

leading to hyperglycemia. Patients with uncontrolled mellitus diabetes, have an increasing

predisposition to have visible changes in their tongue (concerning its clinical aspect), which

can affect the function of this organ in the oral cavity.

Objectives: This research aims to study the morphology and elemental changes in

experimental diabetes with Wistar rats’ tongues. This assay was supported by the use of the

x-ray fluorescence technique (XRF).

Materials and Methods: An initial sample of 14 male Wistar rats aged 8 weeks old at

the beginning of the study, were divided randomly into two groups (n = 7 in each group), and

the experimental period lasted 4 weeks to both groups. Group I (control) was maintained

without inducing changes handling, and group II (test) induction of the diabetic condition was

done with streptozotocin (STZ). Four weeks later, the tongues were collected for the study.

The samples were analyzed by the x-rays fluorescence technique and the collected data was

submitted to a statistical analysis according to the t-student test.

Results: With the use of x-ray fluorescence technique, it was possible to identify several

elements contained in the samples: calcium, phosphorus, potassium, chlorine, sulfur, iron

and aluminum. The average rates of counts per second for the different elements found in

both groups, showed statistically relevant results for the following elements: phosphorus,

sulfur and potassium.

Conclusion: Through this study, we can conclude that the pathological changes that

happened with the sample analysis, suggest that the causes of mellitus diabetes can lead

to elemental and molecular structural changes that precede morphological changes in the

studied topography (tongue).

Keywords: diabetes mellitus, tongue, experimental diabetes, x-ray fluorescence.
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Introdução

O conhecimento atual a respeito da origem do homem permanece ainda por definir

ao certo, no entanto a teoria que reune maior concenso nos dias de hoje aponta para

a emergência do universo material a partir de um evento ocorrido à cerca de 13,8 mil

milhões de anos atrás, quando os componentes da matéria surgiram. Pressupõe-se que

este fenómeno tenha decorrido da sequência de forças explosivas inimagináveis, gerando

altas temperaturas e permitindo a existência livre de partículas subatómicas fundamentais

da matéria. Nos microssegundos seguintes, quando essas partículas começam a arrefecer,

formaram-se grandes agregados, primeiramente átomos e depois moléculas de hidrogénio.1

Estas moléculas deram origem a nuvens espaciais que serviram de ponto de partida para a

formação de estrelas. Sendo o 1H o átomo mais abundante do universo, que corresponde a

cerca de 90% de todos os átomos, quando somado com o 2H, perfaz um total de 99% dos

átomos do universo.2

Até ao momento, o modelo que reúne maior consenso no seio da comunidade científica

no que diz respeito à formação do Universo, é a teoria do “Big Bang”. As moléculas de

hidrogénio começaram a dispersar-se igualmente no espaço, mas com algumas variações

de intensidade e de seguida, sob influências da gravidade, acabaram por juntar-se em

aglomerados, tornando-se compactas o suficiente para transformar a energia da gravidade

em temperaturas extremamente elevadas suficientes para iniciar reações de fusão termonu-

cleares e a transformação massa-energia dando origem às estrelas. Por sua vez, os átomos

de hidrogénio fundiram-se em átomos progressivamente mais pesados, originando toda

a variedade de elementos que se conhecem atualmente.1 Sabe-se que o material básico
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para a síntese de átomos é o hidrogénio, sendo que 73% da massa visível no universo

corresponde a hidrogénio (H) e 35% a hélio (He).2

Numa primeira fase, as estrelas tiveram origem na agregação de pó interestelar, que

é maioritariamente formado por hidrogénio (H). Quando por ação da gravidade, a poeira

agrega-se e atinge cerca de 100 g/cm3, a temperatura eleva-se para 1,5x107 K, formando-se

um plasma denso composto por núcleos de hidrogénio ionizados. Depois da estrela entrar

em ignição forma-se uma estrela amarela, onde se pode observar a fusão do hidrogénio (H)

e a formação de hélio (He). À medida que a estrela envelhece, acumula-se He que se funde

para formar átomos com maior peso molecular, como o carbono (C) e o oxigénio (O). Quando

a temperatura central atinge 2,2x108K, ocorre a fusão de hélio e a formação de carbono (C),

oxigénio (O) e magnésio (Mg), e a estrela torna-se uma vermelha gigante. Posteriormente,

a temperatura eleva-se para 3x108 K e adquire a forma de uma super gigante vermelha,

devido à fusão do hélio com o carbono, entre átomos de carbono, e entre carbono e oxigénio,

observa-se a formação de elementos como o sódio (Na), silício (Si), enxofre (S), árgon (Ar)

e cálcio (Ca). Numa fase seguinte, a temperatura atinge os 3x109 K e forma-se uma estrela

de grande massa super gigante vermelha, que sintetiza o ferro (Fe) e o níquel (Ni).2

A forma como a matéria viva se originou ainda é um tema que permanece bastante con-

troverso, mas a hipótese mais estudada aponta para um fenómeno que ocorreu no início da

formação do planeta terra quando este arrefeceu, o vapor de água na atmosfera condensou

e começou a corroer as rochas. Os elementos que ali se dissolveram, combinaram-se para

formar moléculas inorgânicas simples, as quais, em resposta à energia solar, reagiram quimi-

camente para produzir as unidades de aminoácidos. O corpo humano é essencialmente uma

estrutura formada por matéria viva, das quais as células são feitas, sendo composta por água

(70% de volume), catiões inorgânicos dissolvidos (iões hidrogénio, potássio, sódio, cálcio,

magnésio, ferro) e aniões (cloreto, bicarbonato, fosfato, sulfatos). Também é composta por

agregados de grandes moléculas orgânicas, que compõem a estrutura celular e o sistema

de transporte de enzimas e energia, fornecendo a base dos processos ativos dentro da

célula. No entanto podem ocorrer grandes modificações de forma e atividade nas células

durante o seu desenvolvimento e maturação.1 Podem surgir várias doenças no organismo

2
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humano que conduzem à falência multissistémica de diversos órgãos e tecidos, como a

diabetes mellitus.

A diabetes mellitus (DM) é uma doença cada vez mais prevalente no mundo inteiro, e que

pode ser considerada a pandemia do século XXI.3 Atinge cerca de 382 milhões de pessoas

em todo o mundo, o que corresponde aproximadamente a 8,3% da população mundial.

A sua incidência continua a subir, estimando-se que em 2035 a população atingida pela

doença venha a sofrer um aumento para 592 milhões, de acordo com dados do Relatório

anual do Observatório Nacional da Diabetes (OND) em Portugal de 2013.4

A diabetes mellitus é uma das doenças mais frequentes entre os países desenvolvidos,

nos quais se inclui Portugal. A prevalência da diabetes na população portuguesa é de cerca

de 13%, verificando-se que afeta preferencialmente os indivíduos do sexo masculino, sendo

que mais de um quarto da população na faixa etária entre os 60-79 anos tem diabetes.5

A DM pode ser definida, segundo a Sociedade Portuguesa de Diabetologia, como “uma

desordem metabólica de etiologia múltipla, caracterizada por uma hiperglicemia crónica

com distúrbios no metabolismo dos hidratos de carbono, lípidos e proteínas, resultantes de

deficiências na secreção ou ação da insulina, ou de ambas”.5

Os critérios de diagnóstico da diabetes mellitus baseiam-se essencialmente nos valores

da glicose plasmática e da hemoglobina glicosilada A1c (HbA1c) e incluem: (a) glicémia em

jejum ≥ 126 mg/dl (ou ≥ 7,0mmol/l); (b) glicémia ≥ 200 mg/dl (ou 11,1 mmol/l) às 2 horas,

na prova de tolerância à glicose oral (PTGO) com 75g de glicose; (c) sintomas clássicos

de descompensação associados a glicémia ocasional ≥ 200 mg/dl (ou 11,1mmol/l); HbA1c

≥ 6,5%. Basta que se verifique um destes quatro critérios para ser possível estabelecer o

diagnóstico.4,6

A insulina é uma hormona produzida pelo pâncreas.7 Este órgão está situado no espaço

retroperitoneal, entre a grande curvatura do estômago e o duodeno. É formado por dois

tipos diferentes de tecido: a porção exócrina que é formada por ácinos que produzem o suco

pancreático, e por um sistema de canais que transporta o suco pancreático até ao intestino

delgado. A porção endócrina é composta pelos ilhéus pancreáticos (ilhéus de Langerhans),

os quais produzem hormonas que entram no sistema circulatório.8
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A deficiência de insulina vai dar origem a hiperglicemia, isto é, um aumento de glicose na

corrente sanguínea.9 Quantidades grandes de glicose tendem a ser excretadas na urina, uma

vez que os túbulos renais não conseguem reabsorver toda a glicose que chega por minuto

ao filtrado glomerular. A glicose em excesso dá origem a uma pressão osmótica aumentada

nos túbulos, o que vai reduzir a reabsorção de água. Consequentemente, o paciente

diabético tenderá a perder pela urina grandes quantidades de água, Na+, K+ e de glicose.

A tendência será eliminar a urina mais vezes e em maior quantidade, apresentando esta

uma coloração mais clara e gosto adocicado, o que poderá causar sede e desidratação.7,9

As células acabam por perder mais fosfato e magnésio que são excretados pelos rins. Na

ausência de insulina as proteínas são degradadas nos músculos e noutros tecidos, o que

poderá conduzir a fraqueza muscular. O fígado, por sua vez, produz ácido aceto-acético e

ácido-β -hiroxibuirico a partir dos ácidos gordos que se acumulam levam a uma respiração

acidótica. Os triglicerídeos são sintetizados a partir dos ácidos gordos e convertidos em

lipoproteínas de baixa densidade (LDL). A deficiência de insulina diminui a degradação de

lipoproteínas e a hiperlipidémia agrava esse fenómeno. Os triglicerídeos que permanecem

no fígado podem dar origem a uma esteatose hepática.7,9

Existem vários subtipos de diabetes mellitus, sendo os mais comuns, o tipo I, caracteri-

zado por uma deficiente secreção de insulina, o tipo II caracterizado por uma deficiente ação

da insulina, e o gestacional que se manifesta na grávida.4

A diabetes mellitus tipo I é, de entre os três tipos, o menos prevalente e surge mais

frequentemente em crianças e adultos jovens, situados na faixa etária 0-19 anos, atingindo

0,14% dessa população, em Portugal. A incidência da DM tipo I nas crianças e nos jovens

tem vindo a aumentar de forma dramática ao longo dos últimos anos.3,6 A diabetes mellitus

tipo I resulta de uma destruição autoimune das células β dos ilhéus de Langerhans, como

consequente deficiência ou ausência na produção de insulina, sendo que esta é a hormona

responsável pela absorção de glicose pelas células.4,6 Os pacientes com diabetes tipo I

são dependentes da administração de insulina exógena, e apresentam vários sintomas

clássicos tais como poliúria, polidipsia, polifagia, perda de peso, mudanças na visão/ visão

turva, fadiga e fraqueza, irritabilidade, náuseas, boca seca, hálito cetónico, desidratação,

4
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respiração de kussmaul (acidótica), sonolência e cetoacidose.4,7,10

A diabetes mellitus tipo II constitui atualmente um problema de saúde pública em muitos

países desenvolvidos, sendo caracterizada pela produção insuficiente ou pela resistência

periférica à insulina, ou seja, o organismo não consegue utilizar eficazmente a insulina

que foi produzida.4,6,11 Este tipo de diabetes ocorre mais frequentemente em pessoas

com idades superiores a 40 anos, no entanto verifica-se um aumento da prevalência em

crianças e adolescentes, que está muito associado à obesidade.4,6,12 Indivíduos que sofram

de hipertensão arterial ou dislipidémias, assim como mulheres que tenham desenvolvido

diabetes gestacional apresentam um risco aumentado de desenvolver diabetes mellitus tipo

II.6 O diagnóstico da diabetes mellitus tipo II pode por vezes ser efetuado na sequência da

manifestação de complicações associadas a esta doença, ou acidentalmente através de

exames ao sangue e à urina, onde são detetados valores de glicose acima do normal.4,6

Existem vários fatores que podem estar envolvidos na progressão da doença, como os

estilos de vida não saudáveis aliados a uma alimentação descuidada e inadequada, pouca

prática de atividade física e obesidade, assim como o envelhecimento e a raça.3 Sabe-se

também que existe uma forte componente hereditária relacionada, embora ainda não se-

jam conhecidos os principais genes predisponentes para a doença.3,6,11 Nestes casos, o

tratamento aplicado é sobretudo farmacológico, onde são utilizadas várias monoterapias

ou terapia combinada, consoante o estado clínico do paciente diabético. Os antidiabéticos

orais utilizados no tratamento da diabetes mellitus tipo II são as bisguaninas (metformina),

sulfonilureias (gliburida, glipizida, gliclazida b, glimeripida), meglitinidas (nateglinida), tiazo-

lidinedionas (piogltazona), inibidores das α- glucosidades intestinais (acarbose), inibidores

da DDP-4 (sitaglitina, vildagliptina, saxagliptina, linagliptina) e agonistas dos receptores da

GLP-1 (exenatido de libertação prolongada, liraglutido).13

A diabetes mellitus gestacional é uma condição que pode ser caracterizada por um grau

de intolerância à glicose que é diagnosticado pela primeira vez durante a gravidez.6,14 Uma

grávida saudável, no terceiro trimestre de gravidez tem tendência a aumentar a produção de

insulina cerca de duas a quatro vezes, para manter a normoglicemia. Por outro lado, a grávida

que desenvolve diabetes mellitus gestacional não consegue esse aumento de produção que
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compense a resistência à insulina.14 No entanto, na maior parte dos casos a diabetes mellitus

gestacional resolve-se durante o terceiro trimestre de gestação, antes do parto, sendo que a

resolução desta condição torna-se importante para que o feto possa receber um adequado

suprimento de glicose essencial ao seu crescimento e desenvolvimento.14 O excesso de

peso, obesidade, grávidas com idades superiores a 30 anos e a presença de história familiar

de diabetes e glicosúria, constituem alguns dos fatores de risco para o desenvolvimento de

diabetes mellitus gestacional.14,15 Este tipo de diabetes, estando associado a complicações

e anomalias fetais, constitui um fator de risco para o desenvolvimento de diabetes mellitus

tipo II pós-parto.15

Atualmente não existe cura para a diabetes mellitus, no entanto em alguns casos, a

perda e subsequente manutenção do peso pode reverter grande parte da sintomatologia

associada à doença e se não for devidamente controlada ou tratada, pode originar graves

complicações a longo prazo.16

As variações decorrentes da diabetes mellitus desencadeiam alterações micro e macrovas-

culares, que resultam em complicações médicas sistémicas associadas, sendo que as mais

frequentes são a retinopatia diabética, nefropatia diabética, neuropatia diabética e cica-

trização de feridas comprometidas.17 Tanto as complicações macrovasculares como as

microvasculares são fatores contribuintes para a mortalidade e morbilidade, mas são as com-

plicações macrovasculares que representam a principal causa de mortalidade na diabetes

mellitus.18

A Retinopatia Diabética é uma doença que se caracteriza pela presença de microaneuris-

mas nos vasos da retina, hemorragias, exsudato e edema.18 É a complicação microvascular

mais frequente e é responsável por cerca de 80% dos casos de cegueira relacionados com

a diabetes mellitus.19 Uma das principais alterações que ocorrem na retinopatia diabética

vascular é a perda de perícitos na retina e hipóxia crónica.20,21

No que diz respeito à nefropatia diabética, a incidência da doença renal nos países

ocidentais está a crescer de forma significativa, estando tal facto relacionado com o aumento

da prevalência da diabetes mellitus.22 Geralmente manifesta-se 10 a 15 anos após o

aparecimento da diabetes mellitus, estando associada à diminuição da taxa de filtração

6
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glomerular e ao aumento dos níveis séricos de creatinina.23–25

A neuropatia diabética diz respeito a uma das primeiras alterações que se verificam na

diabetes mellitus, sendo uma consequência direta do mau controlo glicémico relacionado

com os baixos níveis de insulina que são produzidos.26 Ocorrem mudanças patológicas nas

fibras nervosas sensoriais resultantes da hipóxia endoneural, que levam a uma diminuição

dos nutrientes presentes na corrente sanguínea e dando origem ao desenvolvimento da

neuropatia.27

A cicatrização de feridas também se encontra alterada na diabetes mellitus e está

relacionada com a presença de uma lesão que resulta da interrupção da continuidade da

pele e integridade dos tecidos.28 O processo de cicatrização normal é composto por seis

fases: hemóstase, inflamação, desbridamento, proliferação, epitelização e remodelação.

Sabe-se que a dificuldade de cicatrização nos pacientes diabéticos está correlacionada

com perturbações que ocorrem na fase de inflamação, desbridamento e proliferação.29

Quando a cicatrização apresenta alterações podem verificar-se algumas características

como a angiogénese reduzida, diminuição do número de arteríolas e a sua densidade, perda

do tónus vascular, redução na área de secção transversal das paredes de novos vasos,

formação tardia de tecido de granulação, diminuição do conteúdo de colagénio e baixa

resistência à rutura.30 Agentes estimulantes da diabetes mellitus como o stress oxidativo, a

hiperglicemia, os produtos AGE, a inflamação e a neuropatia, quando interagem entre si,

contribuem em grande escala para o comprometimento da cicatrização de feridas.31

São várias as manifestações orais que podem ser relatadas no paciente com diabetes

mellitus, que não sendo exclusivamente específicas desta doença, apresentam uma maior

taxa de incidência e progressão nesta patologia como a xerostomia, síndrome do ardor

bucal, candidíase, glossodinia, hálito cetónico, infeções fúngicas, ulcerações na cavidade

oral, líquen plano, alterações no sentido gustativo, doença periodontal, cárie dentária,

hipocalcificação do esmalte, queilite, língua fissurada e dificuldades na retenção de próteses

removíveis causando trauma nos tecidos moles.32,33

A xerostomia é um sintoma referido com alguma frequência (10-30%) pelos indivíduos

com diabetes mellitus.34 Pode estar diretamente relacionado com a patologia ou com outras
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manifestações clínicas associadas, como a hipertensão arterial e medicamentos usados no

tratamento.35,36 Nos indivíduos com diabetes mellitus tipo I, a xerostomia está associada a

um mau controlo da glicémia, por sua vez na diabetes mellitus tipo II está mais relacionada

com o uso de medicação para tratar a xerostomia.37

A síndrome do ardor bucal, diz respeito a uma afeção intraoral de etiologia desconhecida,

que se caracteriza por uma sensação de dor e ardor na mucosa oral, sem alterações

nos parâmetros clínicos e laboratoriais.38,39 A língua do paciente diabético pode ter um

aspeto clínico sem alterações visíveis, ou apresentar-se com um aspeto liso e avermelhado

com áreas despapiladas e acompanhado de ardor. A etiologia da síndrome, em caso de

indivíduos com a diabetes descontrolada, poderá estar associada a vários fatores como a

disfunção salivar, candidíase oral e perturbações neurológicas.32

A candidíase oral trata-se de uma infeção oportunista que resulta de uma complicação

frequente da diabetes mal controlada ou não controlada, associada à hiperglicemia. A

candida albicans é um constituinte da microflora oral, que infecta a mucosa em situações de

comprometimento imunológico como a diabetes mellitus, HIV, cancro, deficiente higiene oral

em portadores de prótese dentária, ou em casos de uso prolongado de antibióticos de largo

espectro. Os principais fatores que contribuem para o aparecimento da candidíase oral em

pacientes diabéticos são a disfunção salivar, o comprometimento do sistema imunológico

e a hiperglicemia salivar que fornecem o substrato necessário ao crescimento de fungos

no meio oral. As lesões orais mais associadas a esta patologia são a glossite rombóide

mediana, a glossite atrófica, a estomatite protética, a candidíase pseudomembranosa e a

queilite angular.32

A cavidade oral encontra-se revestida por um epitélio pavimentoso estratificado, quera-

tinizado ou não queratinizado, dependendo da região. A camada queratinizada protege a

mucosa oral de agressões mecânicas que ocorrem durante a mastigação e pode observada

na gengiva e no palato duro. A lâmina própria nestas regiões possui várias papilas e repousa

diretamente sobre o periósteo. O epitélio pavimentoso não queratinizado reveste o palato

mole, lábios, bochechas e o assoalho da boca. A lâmina própria possui papilas similares

àquelas observadas na derme e é contínua com a submucosa, que contém glândulas
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salivares menores distribuídas difusamente.40

A língua é um órgão de deglutição, gustação e fala, altamente muscular. É parcialmente

oral e parcialmente faríngea em posição, e está presa pelos músculos que a constituem, ao

osso hióide, mandíbula, aos processos estilóides, palato mole e à parede da faringe.1A nível

histológico, pode ser descrita como uma massa de músculo estriado esquelético revestida

por uma camada mucosa cuja estrutura varia de acordo com a região. As fibras musculares

entrecruzam-se em três planos e estão agrupadas em feixes, geralmente separados por

tecido conjuntivo. A camada mucosa está fortemente aderida à musculatura, porque o

tecido conjuntivo da lâmina própria penetra nos espaços entre os feixes musculares. A

superfície ventral (inferior) da língua é lisa, enquanto a superfície dorsal é irregular, recoberta

anteriormente por uma grande quantidade de eminências pequenas denominadas papilas.

O terço posterior da superfície dorsal da língua encontra-se separado dos dois terços

anteriores por uma região em forma de “V”. Posteriormente a esta região, a superfície da

língua apresenta saliências compostas principalmente por dois tipos de agregados linfoides:

pequenos grupos de nódulos e amígdalas linguais.41

As papilas linguais são elevações do epitélio oral e lâmina própria que assumem diversas

formas e funções, e verificam-se a existência de quatro tipos diferentes. As papilas filiformes

possuem um formato cónico alongado, apresentam-se em grande número e estão presentes

sobre toda a superfície dorsal da língua apresentando um função mecânica de fricção. As

papilas fungiformes assemelham-se a cogumelos, possuindo uma base estreita e uma

porção superior mais superficial dilatada e lisa. Estas papilas, que possuem poucos botões

gustativos na sua superfície superior, encontram-se irregularmente distribuídas entre as

papilas filiformes. As papilas foliadas são pouco desenvolvidas em humanos, e consistem

em duas ou mais rugas paralelas separadas por sulcos na superfície dorso-lateral da língua,

contendo muitos botões gustativos. As papilas circunvaladas são 7-12 estruturas circulares

grandes e achatadas e encontram-se distribuídas na região do V lingual, na parte posterior

da língua. As glândulas serosas (glândulas de von Ebner) que existem em grande número,

são responsáveis pela secreção do seu conteúdo no interior de uma profunda depressão

que circunda cada papila, permitindo um fluxo contínuo de líquido sobre um grande número
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de botões gustativos presentes ao longo das superfícies laterais destas papilas. Este fluxo é

importante na remoção de partículas de alimentos ao redor dos botões gustativos, para que

estes possam receber e processar novos estímulos. As outras glândulas salivares menores

de secreção mucosa dispersas pela cavidade oral atuam da mesma forma que as glândulas

serosas associadas com as papilas circunvaladas, auxiliando a função dos botões gustativos

presentes noutras partes da cavidade oral, como por exemplo na porção anterior da língua.

Existem pelo menos quatro qualidades na perceção humana de sabor: salgado, azedo, doce

e amargo. Todas estas qualidades podem ser percebidas em todas as regiões da língua

que possuem botões gustativos. O botão repousa sobre uma lâmina basal e, na sua porção

apical, as células gustativas possuem microvilosidades que se projetam por uma abertura

denominada poro gustativo. Algumas substâncias dissolvidas na saliva vão difundir-se

pelos poros interagindo com receptores gustativos (TR1 ou TR2) na membrana superficial

e basolateral das células. Estes receptores encontram-se acoplados a uma proteína G

(gustaducina) e controlam a atividade dos canais iónicos, que levam à despolarização das

células gustativas, que por sua vez libertam neurotransmissores que estimulam as fibras

nervosas aferentes. Cada estímulo gustativo gere um padrão único de atividade envolvendo

um grande número de neurónios, o que explica a discriminação dos sabores.41

Os elementos químicos são componentes básicos que fazem parte da constituição de

um organismo vivo, de tal forma que a sua identificação torna-se relevante uma vez que

desempenham um papel importante no funcionamento de tecidos e órgãos.42

A análise por fluorescência de raios-x (XRF) é um método de análise elementar qualitativo

e quantitativo que pode ser aplicado com o intuito de identificar os elementos constituintes

de uma amostra em estudo. Este método baseia-se num princípio muito simples, através da

medição das intensidades dos raios-x característicos que foram emitidos pelos elementos

que constituem a amostra. O raio-x é um tipo de radiação eletromagnética de pequeno

comprimento de onda, na ordem de 10−2 nm a 10 nm, e com energias superiores ao

visível.43–45 Segundo os princípios do efeito fotoelétrico, uma fonte de radiação de raios-x

adequada tem capacidade para ionizar um dado elemento, e por isso ao serem absorvidos

na amostra, os raios-x podem ionizar o elemento arrancando eletrões, preferencialmente
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das camadas mais próximas do núcleo, gerando alguns espaços nas orbitais de cada átomo

afetado. Para além de ocorrer a ionização, o átomo fica energeticamente instável devido à

existência de uma lacuna interna, e vai sofrer rearranjos eletrónicos para que essa lacuna

seja transferida para camadas mais externas e ficar num estado energeticamente mais

baixo. Estas transições resultam num excesso de energia que é manifestado sob a forma de

emissão de raios-x característicos de cada átomo presente na amostra analisada.43,44

A análise por fluorescência de raios-x é uma técnica não destrutiva que permite fazer

uma análise qualitativa, baseada na medida de intensidades dos raios-x característicos que

são emitidos pelos elementos que constituem a amostra. Esta técnica permite a identificação

de quase todos os elementos da tabela periódica no entanto, elementos com número atómico

inferior a 11 (sódio), apresentam energias de emissão de raios-x característicos inferiores a

1KeV, que não são detetáveis na maioria dos equipamentos.44,45 Trata-se de uma técnica

rápida, segura e pouco dispendiosa, que não exige tratamento prévio das amostras e

que permite a utilização de amostras sólidas, líquidas e gasosas, possibilitando a deteção

simultânea dos diferentes elementos que constituem a amostra.44

A grande limitação da técnica de fluorescência de raios-x prende-se com a dificuldade de

interpretação dos espetros e com a qualificação dos diversos elementos. A região intermédia

do espetro contém picos de interesse para a análise da amostra, mas podem encontrar-se

sobrepostos com a radiação de fundo. A radiação de fundo diz respeito à emissão de

radiação pelos elementos que constituem o equipamento, da fonte de raios-x e da plataforma

de colocação da amostra que deve ser tida em conta aquando da interpretação de cada

determinação que será efetuada.44–46

De um grande número de elementos químicos presentes no organismo humano, uns

encontram-se em maiores concentrações como o cálcio, fósforo, magnésio, sódio, potássio,

cloro e o lítio, e outros em quantidades menores, denominados oligoelementos. Estes podem

ser classificados segundo as necessidades dietéticas como oligoelementos essenciais

(cobalto, cobre, crómio, flúor, ferro, zinco e iodo), provavelmente essenciais (estenho, níquel

e o silício) e não essenciais (alumínio, arsénio, bismuto, cádmio, mercúrio, ouro, platina,

chumbo e o titânio). Neste trabalho experimental destacaram-se alguns elementos que
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foram detetados nas amostras analisadas com recurso à técnica de fluorescência de raios-x,

tais como o cálcio, fósforo, potássio, cloro, ferro, enxofre e alumínio.42

O cálcio é o elemento mineral mais abundante no organismo humano, aparecendo em

grande parte na constituição dos ossos e dentes, e apenas uma pequena percentagem

(cerca de 10%) está presente nos tecidos moles e fluídos corporais. Nos tecidos duros

apresenta-se na forma cristalizada, a hidroxiapatite, e na forma amorfa como fosfato de

cálcio. Tanto o cálcio como o fosfato, que estão depositados no osso, encontram-se num

equilíbrio dinâmico, sendo que pode ser solubilizado no sangue quando for necessária a sua

presença noutros tecidos, para responder às necessidades do organismo, ou precipitando

nos tecidos duros quando a sua concentração se encontra em níveis elevados no sangue.

Este componente pode ser encontrado em vários alimentos, tais como os vegetais, gema de

ovo e no leite e seus derivados. Em condições normais, o corpo humano absorve 20-30% do

cálcio que é ingerido, sendo este absorvido no duodeno e na porção alta do jejuno através

de mecanismos passivos, de difusão facilitada e por transporte ativo. Este elemento mineral

desempenha algumas funções no metabolismo humano: proporciona a dureza característica

dos ossos e dos dentes; No processo de coagulação sanguínea, o cálcio é necessário

para a atuação de diversos componentes do sistema de coagulação plasmática, como a

protrombina, trombina e o fator X; A contração muscular também requer a presença de

cálcio, e ocorre quando este entra para o citoplasma da célula e une-se à troponina C.

Esse processo finaliza quando a ATPase dependente do cálcio devolver o excesso de cálcio

ao retículo sarcoplasmático. O mecanismo de contração muscular é produzido devido à

excitabilidade neuromuscular, onde o cálcio participa na libertação de neurotransmissores a

nível do terminal pré-sináptico, ajudando na transmissão do impulso nervoso que é gerado na

contração muscular; O cálcio também colabora na manutenção da função das membranas

celulares, regulando o transporte de iões através destas. Este quando entra para a célula,

realiza a sua ligação como segundo mensageiro, mediante a união de quatro moléculas

do ião cálcio com uma proteína, a calmodulina. Esta proteína muda a sua conformação

ao associar-se ao cálcio, ativando diversas enzimas (adenilato ciclase, guanilato ciclase,

ATPase dependente do cálcio) e vai unir-se à nova conformação. A ativação enzimática que
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é produzida pela formação do complexo calmodulina-enzima foi gerada devido à mudança de

conformação destas enzimas, induzida pela união do complexo cálcio-calmodulina. Acabada

a estimulação celular, os níveis de cálcio intracelulares diminuem, e a calmodulina separa-se

dos iões cálcio voltando de novo à sua conformação celular e passando à forma inativa, o

mesmo acontece com o complexo calmodulina-enzima.

O segundo elemento mineral mais presente no corpo humano é o fósforo. 80% deste

componente encontra-se associado ao cálcio formando os ossos e dentes, cerca de 10%

está presente nos músculos, e o restante pode ser encontrado no plasma ao nível do fluído

intracelular e fluído extracelular. O fosfato forma parte da molécula de alguns fosfolípidos,

como a fosfatidilcolina e a esfingomielina, que estão presentes na estrutura das membranas

celulares, tanto externas como internas. Intervém a nível das estruturas dos ácidos nucleicos

(AMP, ADP, ATP e GTP), dos nucleótidos (AMPc e GMPc) e dos metabolitos (Glucose-6-

fosfato e fosfoenolpirúvico). Este componente encontra-se presente em vários alimentos

como o leite, queijo, gema de ovo, carne, peixe, leguminosas, cereais e alguns frutos secos

como a noz, e é absorvido no trato intestinal por um mecanismo de transporte ativo. A

função mais importante do fosfato consiste na participação na transferência de energia

metabólica. A energia que é obtida nos processos catabólicos (glicólise e oxidação dos

ácidos gordos) é armazenada no organismo sob a forma de vários compostos fosforilados

(ATP), e esses compostos vão ser degradados quando o organismo necessita de energia. O

fosfato está presente na estrutura dos ácidos nucleicos relacionados com a transmissão de

informação genética (ADN e ARN), participa na regulação do balanço corporal ácido-base, e

tem propriedades tampão importantes na presença de saliva e sangue.

O potássio é um elemento mineral presente no organismo humano que regula o equilíbrio

ácido-base e a pressão osmótica no interior da célula. É o principal catião presente no

líquido intracelular, e serve de reservatório para manter constante a sua concentração de

líquido extracelular. Está relacionando com a atividade de diferentes enzimas (piruvato

cinase, ribossomas), com a síntese de proteínas e com a atividade da ATPase Na+ K+

dependente. A principal fonte de potássio encontra-se presente em alimentos como a carne,

o peixe, cereais, legumes e algumas frutas.
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O cloro está presente no organismo humano sob a forma de ião cloro, e pode ser

encontrado em altas concentrações no líquido extracelular onde se neutraliza com o sódio,

enquanto que no interior das células é neutralizado pelo potássio. O ião cloro intervém

juntamente com o sódio na manutenção da pressão osmótica e do equilíbrio ácido-base, e é

absorvido na parte superior do intestino delgado por difusão passiva e no intestino grosso

por transporte ativo. Este composto pode ser encontrado em diversos alimentos como a

carne, leite, ovos e sal.

Um dos componentes inorgânicos presentes no corpo humano é o ferro. Cerca de 70%

deste elemento é funcional e aparece associado a diversas proteínas como a mioglobina,

enzimas intracelulares (citocromos) e nos eritrócitos formando parte da hemoglobina. Os

restantes 30% que correspondem ao ferro não funcional, cumprem uma função de armazena-

mento e são formados pela ferritina e hemissiderina, que representam uma reserva de ferro

facilmente móvel. As principais fontes de ferro são as vísceras animais, gema de ovo,

carne, peixe e legumes, sendo que a maior parte do ferro é absorvido com dificuldade

pelo organismo humano. Algumas substâncias que estão presentes na dieta como o ácido

ascórbico, o ácido cítrico e a cisteína, convertem o sulfato de ferro em sulfato ferroso, que é

solúvel e mais facilmente absorvido pelo organismo, tendo em conta que a quantidade de

ferro absorvida depende das necessidades corporais do indivíduo, que, quanto menor, maior

deverá ser a quantidade de ferro ingerida.

O enxofre encontra-se no corpo humano formando parte de estruturas orgânicas como

os aminoácidos (metionina e cisteína), e parte de estruturas inorgânicas como o sulfato de

sódio, potássio e magnésio. Recebemos este componente através da alimentação, presente

no queijo, leite, ovos, carne e nozes.

O alumínio é o terceiro metal mais abundante na crosta terrestre, depois do oxigénio e

do silício. Pertence ao grupo III A da tabela periódica e tem número atómico 13. A nível

químico, caracteriza-se por ser altamente reativo, ter elevada afinidade para o hidrogénio na

fase líquida, e por ter uma forte tendência para formar compostos de óxido de alumínio. Tem

sido um metal bastante estudado sob o ponto de vista da área da toxicologia, uma vez que

provoca alterações em vários órgãos como os pulmões, rins, ossos e a nível neuronal. A
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deposição excessiva de poeiras nos pulmões pode provocar fibrose e a longo prazo, cancro

do pulmão. A inalação crónica de partículas de pó contaminado com alumínio pode conduzir

a uma acumulação deste metal no organismo, sendo a sua eliminação feita muito lentamente.

Depois da inalação do alumínio, as partículas atingem a circulação sanguínea através dos

capilares, dependendo do seu tamanho, e cerca de 80 a 90% do alumínio que está presente

no plasma liga-se à transferrina, uma proteína transportadora de iões que contém receptores

em vários tecidos. Estima-se que o corpo humano contenha uma média de 35 mg a 50 mg

de alumínio, dos quais aproximadamente 50% estão nos pulmões, 25% nos tecidos moles e

25% nos ossos, sendo que essa distribuição no organismo não é uniforme e depende da

idade e das fontes de exposição. É inevitável a exposição do ser humano ao alumínio, que se

encontra presente na natureza: nos alimentos, na água, no ar, e também com a introdução

diária deste elemento pelo homem através do uso de medicamentos, no tratamento de água

e outros produtos de consumo.42
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Objetivos

O objetivo deste estudo é avaliar a estrutura elemental da língua de ratos machos

da estirpe Wistar induzidos com diabetes experimental. A avaliação foi feita através da

caracterização elemental da língua, pela técnica de fluorescência de raios-x (FRX).
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Materiais e Métodos

O estudo experimental foi realizado de acordo com os padrões técnicos requeridos na

manipulação de animais usados em trabalhos experimentais. Foram utilizados 14 ratos

machos da estirpe Wistar com oito semanas de idade no início do estudo que foram mantidos

em condições controladas durante todo o período em que decorreu o estudo, no biotério da

Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra.

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos (n=7, em cada grupo), sendo

que o período experimental teve uma duração de quatro semanas para os dois grupos. O

grupo I (controlo) foi mantido sem manipulação indutora de alterações. No grupo II (teste) foi

induzida a diabetes experimental, através da adição de 65 mg/kg de estreptozotocina (STZ),

administrada per os em dose única diluída em azeite e reforçada com sacarose na água da

bebida.

Findo o período experimental, os animais do grupo controle e teste foram sacrificados

por sobredosagem anestésica. Foi realizada uma necrópsia completa, com recolha de todos

os órgãos, e que permitiu excluir a presença de patologia não induzida.

De cada animal foi colhida a mandíbula direita e esquerda, perfazendo um total de 28

amostras (Figura 2). A fim de avaliar a língua, as 14 amostras recolhidas foram submetidas

a uma técnica de fluorescência de raios-x (Hitachi modelo SEA 6000VX, Figura 1) realizada

no departamento de Física da Faculdade de Ciências e Tecnologia da Universidade de

Coimbra. Esta metodologia utilizada consiste numa técnica não destrutiva que permite a

identificação de vários elementos, e que não necessita de tratamento prévio das amostras.

As amostras de língua incluídas em blocos de parafina foram colocadas individualmente em
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Figure 1: Equipamento de análise por Fluorescência de Raios-X (Hitachi modelo SEA 6000VX) Fonte: imagem fotografada

pelo autor.

cima do suporte para serem analisadas. Posteriormente fez-se incidir um feixe de raios-x

colimado com uma área de 0,5x0,5mm, com energia de 15 KeV e com tempo de exposição

de 200s, em cada uma das amostras. Para energias mais baixas, como o exemplo dos 15

KeV, utilizou-se o gás inerte hélio (He), para que interferências relativas ao ar atmosférico,

mais precisamente do gás árgon (Ar) fossem anuladas. Após ter sido feita a leitura de cada

amostra de forma individual, foi realizada a análise dos seguintes elementos: alumínio (Al),

fósforo (P), enxofre (S), cloro (Cl), potássio (K), cálcio (Ca) e ferro (Fe).
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Figure 2: Ilustração do local de incidência do feixe de raios-X. Fonte: imagem fotografada pelo autor.

A análise estatística foi feita com o programa estatístico R. O programa R é uma apli-

cação de distribuição livre dedicado à estatística computacional e gráfica. Este programa

utiliza a linguagem R (o mesmo nome do programa), derivada da linguagem S criada no

laboratórios Bell, pertencendo actualmente à Lucent Technologies. O R fornece vários re-

cursos estatísticos (modelos lineares, modelos não lineares, testes estatísticos, análises de

séries no tempo, “clustering”,. . . ), ferramentas gráficas e programação orientada a objetos,

podendo ser estendido através da instalação de módulos.

As funções utilizadas no programa R para o cálculo da média e do desvio padrão foram

a função mean() e a função sd(), respectivamente. A função mean() calcula uma média

aritmética a partir de um vetor que recebe como argumento, implementando a (equação

1), onde µ é a média, n o número de amostras e ni amostra de índice i . A função sd()

calcula o desvio padrão de um vetor que recebe como argumento, implementado a equação

(equação 2), onde σ é o desvio padrão, N o número da amostra, µ a média e xi a amostra

de índice i.

µ =
1
n

n

∑
i=1

ni (1)

σ =

√
1
N

N

∑
i=1

(xi −µ)2 (2)
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Para calcular os teste t-Student, utilizou-se a função ttest(). Esta função recebe

dois vectores como argumentos, mantendo-se as opções por defeito que são: teste de

duas caudas, correcção de Welch para a não homogeneidade da variância e intervalo de

confiança de 95%. O teste t de Welch é definido pela seguinte fórmula:

t =
X1 −X2√

s2
1

N1
+

s2
2

N2

(3)

onde X é a média da amostra, s2 é a variância da amostra e N o tamanho da amostra.

A utilização do teste t-student é justificada com o facto de as amostras serem pequenas

e diferentes no tamanho, 14 no grupo de controlo e 12 no grupo de teste. Considerou-se

a hipotese nula, H0, as médias serem iguais e a hipótese não nula, H1, as médias serem

diferentes.
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Resultados

Foi feita uma análise para cada amostra com uma energia incidente de 15 keV (Figura 3).

No eixo das ordenadas tem-se o número de fotões emitidos pela amostra em cada segundo

(cps) e no eixo das abcissas a energia dos fotões em keV (kilo electrão-volt).

Na figura 3 tem-se um gráfico de um espectro obtido da análise de uma amostra e

pode-se observar uma zona representada a preto correspondente à radiação de fundo.

Para analisar os resultados é preciso conhecer o intervalo no eixo das abcissas para cada

elemento e calcular a sua área correspondente, subtraindo-se a radiação de fundo. Para o

caso do enxofre, este encontra-se entre 2.17 e 2.45 keV. Para subtrair a radiação de fundo,

verificou-se qual o valor de cps correspondente aos valores de energia 2.17 e 2.45 keV,

fez-se uma média dos dois valores e utilizou-se esta média como ponto médio de uma linha

de base para o pico de enxofre (Figura 4). Por fim, somou-se cada valor de cps, obtendo-se

a área do pico.

Na figura 5 pode-se observar que os picos de Al, silício (Si), P e S estão muito próximos

(no caso do Al e Si estão sobrepostos). Para analisar os resultados referentes a estes

elementos, verificou-se os valores do limite inferior do intervalo de energia correspondente

ao Al e do limite superior do intervalo de energia correspondente ao S, fez-se a média dos

dois valores e utilizou-se esta média como ponto médio de uma linha de base para os vários

picos. Por fim, somou-se cada valor de cps referente a cada elemento, obtendo-se a área de

cada pico, Al, P e S.

O valor médio das contagens descrito de forma sucinta na Tabela 1, foi o que se descreve

de seguida. O valor médio por segundo para o Al foi de 0,51 ± 0,42 no grupo controlo e de
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Figure 3: Gráfico do espectro resultante da análise de uma amostra.

Figure 4: Pico representativo do enxofre com a linha de base.

Figure 5: Picos representativos do Al, Si, P e S com a linha de base
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0,48 ± 0,55 no grupo teste, não evidenciando uma diferença estatisticamente significativa.

O P mostrou um valor médio de contagens por segundo 28,31 ± 8,03 no grupo controlo,

descendo para 11,51 ± 4,15, evidenciando uma diferença estatisticamente significativa

(p<0,0001). O S mostrou um valor médio de contagens por segundo de 79,35 ± 7,84 no

grupo controlo, descendo para 69,98 ± 8,00, evidenciando uma diferença estatisticamente

significativa (p=0,00043). O valor médio das contagens por segundo para o Cl foi de

0,61 ± 1,24 no grupo controlo e de 0,10 ± 0,36 no grupo teste, não evidenciando uma

diferença estatisticamente significativa. O K mostrou um valor médio de contagens por

segundo de 28,23 ± 32,89 no grupo controlo, descendo para 5,31 ± 3,10, evidenciando uma

diferença estatisticamente significativa (p=0,022). O Ca obteve um valor médio de contagens

por segundo de 31,03 ± 6,66 no grupo de controlo e 35,44 ± 7,72 no grupo teste, não

evidenciando uma diferença estatisticamente significativa. Por último, o Fe obteve os valores

de 53,88 ± 9,80 no grupo de controlo e 47,41 ± 9,09 no grupo teste, não evidenciando uma

diferença estatisticamente significativa.

Tomando o valor médio ajustado de cada elemento, conforme descrito no capítulo de

materiais e métodos, temos as assinaturas elementais que passamos a descrever. Para o

grupo de controlo: AlO,5, P28, S79, C10,6, K28, Ca31 e Fe54. Para o grupo teste: Al0,5,

P12, P70, Cl0,1, K5, Ca35 e Fe48.

Table 1: Média e desvio padrão dos valores obtidos nos grupos controlo e teste, com a respetiva significância estatística

(valor de p).

Elementos Controlo Teste valor de p

Al 0.51 ± 0.42 0.48 ± 0.55 0.896200

P 28.31 ± 8.03 11.51 ± 4.15 0.000001

S 79.35 ± 7.84 69.98 ± 8.00 0.004269

Cl 0.61 ± 1.24 0.10 ± 0.36 0.159500

K 28.23 ± 32.89 5.31 ± 3.10 0.021910

Ca 31.03 ± 6.66 35.44 ± 7.72 0.117800

Fe 53.88 ± 9.80 47.41 ± 9.09 0.081470
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O valor médio dos rácios descrito de forma sucinta na Tabela 2, 3 e 4 foi o que descreve

de seguida. O rácio médio do valor médio das contagens por segundo entre Al/K foi de 0,03

± 0,04 no grupo de controlo e de 0,10 ± 0,11 no grupo de teste, não evidenciando uma

diferença estatisticamente significativa. O rácio médio do valor médio das contagens por

segundo entre P/K foi de 2,03 ± 1,18 no grupo de controlo e de 2,67 ± 2,31 no grupo de

teste, não evidenciando uma diferença estatisticamente significativa. O rácio médio do valor

médio do valor médio das contagens por segundo entre S/K no grupo de controlo foi de 6,26

± 4,13 e no grupo de teste foi de 17,06 ± 15,89, mostrando uma subida estatisticamente

significativa (p=0,027). O rácio médio do valor médio das contagens por segundo entre Cl/K

foi de 0,02 ± 0,04 no grupo de controlo e de 0,01 ± 0,04 no grupo teste, não evidenciando

uma diferença estatisticamente significativa. O rácio médio do valor médio das contagens

por segundo entre Ca/K no grupo de controlo foi de 2,62 ± 2,35 e no grupo de teste foi de

8,13 ± 6,58, mostrando uma subida estatisticamente significativa (p=0,0093). O rácio médio

do valor médio das contagens por segundo entre Fe/K no grupo de controlo foi de 4,34

± 2,83 e no grupo de teste foi de 11,84 ± 12,53, mostrando uma subida estatisticamente

significativa (p=0,0046).

Relativamente ao rácio entre a média do valor médio das contagens por segundo entre

Al/P no grupo de controlo, foi de 0,02 ± 0,02 e no grupo de teste foi de 0,05 ± 0,08, não

evidenciando uma diferença estatisticamente significativa. O rácio entre a média do valor

médio das contagens por segundo entre S/P no grupo de controlo foi de 3,13 ± 1,39 e

no grupo de teste foi de 6,61 ± 1,68, mostrando uma subida estatisticamente significativa

(p<0,0001). O rácio entre a média do valor médio das contagens por segundo entre Cl/P

no grupo de controlo foi de 0,02 ± 0,04 e no grupo de teste foi de 0,01 ± 0,03, não

evidenciando uma diferença estatisticamente significativa. O rácio entre a média do valor

médio das contagens por segundo entre K/P no grupo de controlo foi de 0,95 ± 1,00 e

no grupo de teste foi de 0,46 ± 0,27, não evidenciando uma diferença estatisticamente

significativa. O rácio entre a média do valor médio das contagens por segundo entre Ca/P

no grupo de controlo foi de 1,33 ± 1,00 e no grupo de teste foi de 3,54 ± 1,75, evidenciando

uma subida estatisticamente significativa (p=0,0005). O rácio entre a média do valor médio
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das contagens por segundo entre Fe/P no grupo de controlo foi de 2,13 ± 1,00 e no grupo

de teste foi de 4,82 ± 2,38, mostrando uma subida estatisticamente significativa (p=0,0011).

O rácio entre a média do valor médio das contagens por segundo entre Al/S no grupo de

controle foi de 0,01 ± 0,01 e no grupo de teste foi de 0,01 ± 0,01 , não evidenciando uma

diferença estatisticamente significativa. O rácio entre a média do valor médio das contagens

por segundo entre P/S no grupo de controle foi de 0,36 ± 0,09 e no grupo de teste foi de

0,16 ± 0,05, evidenciando uma diferença estatisticamente significativa (p<0,0001). O rácio

entre a média do valor médio das contagens por segundo entre Cl/S no grupo de controlo

foi de 0,01 ± 0,02 e no grupo de teste foi de 0,00 ± 0,01, não evidenciando uma diferença

estatisticamente significativa. O rácio entre a média do valor médio das contagens por

segundo entre K/S no grupo de controlo foi de 0,35 ± 0,40 e no grupo de teste foi de 0,07 ±

0,04, não evidenciando uma diferença estatisticamente significativa. O rácio entre a média do

valor médio das contagens por segundo entre Ca/S no grupo de controle foi de 0,39 ± 0,09 e

no grupo de teste foi de 0,51 ± 0,14 , evidenciando uma subida estatisticamente significativa

(p=0,0005). O rácio entre a média do valor das contagens por segundo entre Fe/S no grupo

de controlo foi de 0,69 ± 0,16 e no grupo de teste foi de 0,69 ± 0,19, evidenciando uma

diferença estatisticamente significativa (p=0,0011).

Table 2: Média e desvio padrão obtidos a partir dos coeficientes entre os vários elementos e o potássio, fósforo e enxofre no

grupo controlo.

Elementos /K /P /S

Al 0.03± 0.04 0.02± 0.02 0.01± 0.01

P 2.03 ±1.18 - - 0.36 ±0.09

S 6.26 ±4.13 3.13 ±1.39 - -

Cl 0.02 ±0.04 0.02 ±0.04 0.01± 0.02

K - - 0.95 ±1.00 0.35± 0.40

Ca 2.62 ±2.35 1.33± 1.00 0.39± 0.09

Fe 4.34 ±2.83 2.13 ±1.00 0.69± 0.16

Quando se analisa a correlação entre os átomos identificados, verifica-se que o coe-

ficiente entre o Al e o K é de 0,0624, entre o P e o K é de 0,3681, entre o S e o K é de
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Table 3: Média e desvio padrão obtidos a partir dos coeficientes entre os vários elementos e o potássio, fósforo e enxofre no

grupo teste.

Elementos /K /P /S

Al 0.10± 0.11 0.05± 0.08 0.01± 0.01

P 2.67 ±2.31 - - 0.16 ±0.05

S 17.06± 15.89 6.61± 1.68 - -

Cl 0.01 ±0.04 0.01 ±0.03 0.00 ±0.01

K - - 0.46 ±0.27 0.07 ±0.04

Ca 8.13 ±6.58 3.54± 1.75 0.51± 0.14

Fe 11.84± 12.53 4.82± 2.38 0.69± 0.19

0,0267, entre o Cl e o K é de 0,6829, entre o Ca e o K é de 0,0093, entre o Fe e o K é de

0,0462, entre o Al e o S é de 0,774100, entre o P e o S é de 0,000001, entre o K e o S é de

0,022590, entre o Cl e o S é de 0,171600, entre o Ca e o S é de 0,012550, entre o Fe e o S

é de 0,926800, entre o Al e o P é de 0,149300, entre o S e o P é de 0,000003, entre o K e o

P é de 0,097300, entre o Cl e o P é de 0,436900, entre o Ca e o P é de 0,000515, entre o Fe

e o P é de 0,001106.

Table 4: Valores de p obtidos a partir dos coeficientes dos vários elementos com o potássio, fósforo e enxofre, entre o grupo

controlo e teste.

Elementos /K /P /S

Al 0.0624 0.7741 0.1493

P 0.3681 <0.0001 <0.0001

S 0.0267 0.0225 0.0973

Cl 0.6829 0.1716 0.4369

Ca 0.0093 0.0125 0.0005

Fe 0.0462 0.9268 0.0011

Na figura 6 observa-se a distribuição dos valores obtidos na análise das amostras para os

elementos P, S e K no grupo de controlo e grupo de teste. Para o elemento P observa-se uma

clara diferença na distribuição dos resultados, com os valores no grupo de teste bastante
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mais baixo que os do grupo de controlo. No caso do S, os valores em ambos os grupos

estão mais próximos, mas têm uma variabilidade muito baixa. Em relação ao K os valores

no grupo de controlo, existem quatro valores que saem claramente da tendência, enquanto

que no grupo de teste os valores mantêm-se praticamente constantes.

(a) Fósforo - controlo (b) Fósforo - teste

(c) Enxofre - controlo (d) Enxofre - teste

(e) Potássio - controlo (f) Potássio - teste

Figure 6: Distribuição dos resultados dos elementos P, S e K do grupo de controlo (esquerda) e do grupo de teste (direita).
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Discussão

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da diabetes experimental na língua dos

ratos machos da estirpe Wistar, através da caracterização elemental da língua utilizando a

técnica de fluorescência de raios-x, uma técnica simples, rápida e pouco dispendiosa, o que

se tornou uma vantagem para a elaboração deste trabalho.44 Por sua vez, devido ao facto

de esta técnica utilizar uma emissão de raios-x característicos superior a 1Kev, veio limitar a

deteção de outros elementos químicos que também poderiam estar presentes e que se reve-

lam importantes no estudo, como o oxigénio, hidrogénio, carbono e o azoto. Portanto, seria

interessante em trabalhos futuros, procurar usar uma técnica de caracterização elemental

que permita a identificação de elementos mais leves, como a particle-induced gamma ray

emission spectometry. A técnica de FRX usada neste estudo permitiu a identificação dos

seguintes elementos nas amostras: alumínio (Al), fósforo (P), enxofre (S), cloro (Cl), cálcio

(Ca) e ferro (Fe).

As amostras que foram analisadas a partir de blocos de parafina, foram todas tratadas

nas mesmas condições, logo será de esperar que a existência de diferenças significativas

entre elas obtidas nos resultados, possam ser causadas por outras situações, que não

técnicas. Uma vez que a única diferença existente entre as amostras do grupo de controlo e

do grupo de teste é a indução da condição diabética, é de esperar que essa seja a única

causa para essas diferenças.

Os elementos que apresentam valores que evidenciam diferenças estatisticamente

significativas do valor médio das contagens entre o grupo de controlo e o grupo teste, foram

o potássio (K), o fósforo (P) e o enxofre (S).
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No que diz respeito ao potássio (K), verificou-se um decréscimo deste elemento no grupo

teste, o que poderá indicar uma diminuição de potássio intracelular. A atividade dos canais

de potássio constitui um mecanismo essencial na regulação do potencial de membrana

das células musculares.47 A abertura de um canal de potássio presente na membrana das

células musculares, provoca um aumento da saída de iões do meio intracelular para o meio

extracelular. O aumento de potássio extracelular vai despolarizar parcialmente as células,

enquanto a diminuição do potássio extracelular vai hiperpolarizar as células.48 O período

de hiperglicemia é um determinante importante para a observação do efeito da diabetes na

função dos canais de K+ dependentes do ATP, pois parece haver um aumento da resposta

vascular à ativação destes canais em estádios precoces da doença.48 Um aumento da

atividade dos canais de K+ dependentes do ATP em estádios precoces da diabetes reflete

um estado metabólico muito elevado das células musculares (com níveis baixos de ATP),

que ocorre logo após a hiperglicemia inicial.49 Observaram-se algumas alterações entre

os átomos estudados, o que parece ser significativo em termos de estrutura e função, e

podendo ser indicador de que a diabetes possa interferir de forma significativa em termos

estruturais e funcionais da língua.

O fósforo (P) é um elemento químico que apresenta uma diminuição no tecido do grupo

teste, o que pode indicar uma alteração funcional com a sua utilização, ou uma redução dos

compostos com fosfato, como os fosfolípidos. No meio intracelular, o fósforo está implicado

na constituição de várias moléculas, como o ATP. Seria interessante tentar perceber se existe

perda de moléculas de natureza proteica, tendo este átomo no grupo prostético, averiguando

e recorrendo a um estudo proteómico para avaliar a sua presença.

O enxofre (S) faz parte dos compostos orgânicos e inorgânicos do organismo humano,

estando presente na constituição da cistina e cisteína, aminoácidos do grupo SH. No que

diz respeito a este elemento, verificou-se uma redução de enxofre no grupo teste, o que

poderá estar relacionado com alterações presentes nas proteínas. Desta forma, justifica-se

fazer um estudo mais pormenorizado, como um estudo proteómico, por forma a perceber em

detalhe a origem, identificação e quantificação dessas alterações. Em relação aos rácios,

os que apresentam diferenças estatisticamente significativas são os valores médios das
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contagens por segundo entre P/ S (p= 0.000001), S/ K (p= 0.0267), K/ S (p=0.022590),

Ca/ K (p= 0.0093), Ca/ S (p=0.012550), Ca/ P (p= 0.000515) e o Fe/ P (p= 0.001106). As

assinaturas dos rácios elementais para o grupo de controlo são: A l0.5, P28, S79, C10.6,

K28, Ca31, Fe54, e para o grupo teste: Al0.5, P12, P70, CL0.1, K5, Ca35 e Fe48. Os rácios

e as assinaturas vão permitir perceber se existem alterações estruturais nos grupos que

foram estudados, as quais podem ser a origem da patogenia em estudo (diabetes). Também

é importante referir que o estudo histológico que foi realizado, não demonstrou a existência

de diferenças morfológicas entre os dois grupos.

Por fim, é possível concluir que existem alterações patológicas que requerem uma

identificação e diagnóstico mais aprofundado com recurso à análise elemental e molecular.
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Conclusões

Perante este estudo realizado e os resultados que posteriormente foram obtidos, é

possível concluir que seria necessária uma amostra superior à que foi utilizada, por forma

a repetir-se o trabalho experimental e avaliar no final se os resultados se mantinham sem

alterações. No entanto, as alterações patológicas que se verificaram, através da análise

das amostras, provaram de forma clara e objetiva que as causas da etiologia estudada, a

diabetes mellitus, levam a alterações estruturais elementais na topografia estudada (língua).

Torna-se importante perceber que é possível identificar alterações elementais e provavel-

mente moleculares que antecedem as alterações morfológicas (histológicas). Assim é

possível afirmar, com base nos motivos anteriormente enunciados, que as alterações a

nível elemental podem significar alterações moleculares, sem se verificarem alterações a

nível morfológico É necessário aprofundar este trabalho experimental com estudos molec-

ulares de proteómica e de genómica, procurando relacionar a ação estrutural elemental e

molecular com aspetos funcionais genéticos que antecedem as alterações morfológicas,

e que provavelmente correspondem a uma etapa temporal em que se pode ter uma ação

preventiva, e em que as alterações poderão estar numa fase de reversibilidade.

Desta forma, torna-se importante focar a atenção em alguns conceitos básicos rela-

cionados com a patologia humana, tais como os conceitos de lesão e alteração molecular

e/ou elemental. A lesão diz respeito a uma alteração morfológica que pode ser sempre

documentada por um registo histológico, sendo uma situação que traduz uma alteração da

função, podendo esta ser reversível ou irreversível.

A alteração estrutural- funcional está relacionada com a transformação de uma determi-
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nada estrutura do corpo humano, não traduzida por uma alteração morfológica, documentada

a nível atómico e/ ou molecular.

A assinatura elemental refere-se a um conjunto de rácios entre os elementos de um

tecido, num dado momento, avaliados em condições standarizadas, procurando relacioná-los

com o tipo de tecido e as doenças que o atingem.

Com o crescente conhecimento adquirido e a constante evolução da capacidade técnica

é pressuposto que se tente chegar rapidamente para um nível submicroscópico do estudo da

fisiologia e patologia. O nível molecular é, atualmente bastante comum, começando agora a

sermos projetados para o estudo a nível atómico.
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