i | 2. a . . .
q! Metaboldmica salivar na diabetes TIpO 1: potencialidades para a definicdo de biomarcadores 39

Ana Luisa Costa'”, Jodo Carlos Ramos!, Manuel Santos Rosa'!, Jodo Mald de Abreu’, Ludgero Tavares?, Rui Carvalho? ', . ;

Infroducdo e Objetivos

A diabetes mellitus tipo 1 (DM1) e a salde oral relacionam-se estrita e reciprocamente, reconhecendo-se nestas criancas uma maior susceptibilidade a patologias de natureza inflamatéria e
catabdlica, com impacto acrescido a nivel salivar. Métodos analiticos, nos quais se inclui a TH-RMN - Ressonéncia Magnética de protdo -, permitem quantificar um grande nUmero de metabolitos de
diferentes biofluidos e, desta forma, identificar provaveis biomarcadores de multiplas patologias, a par de alteragcdes em diferentes vias bioguimicas. Especificamente na drea da DM tém sido
descritas algumas destas alteracdes, correlacionando-se perfis bioquimicamente relevantes com a expressdo clinica e a ocorréncia de complicacdes.

Os autores pretenderam, num @mbito alargado, realizar uma caracterizacdo multiparamétrica da satde oral de criangas com DM1 sendo o perfil metabolémico salivar umas das componentes
desenvolvidas, com posterior correlagdo com varidveis de indole diversa (imunoldgica, microbiolégica e comportamental).

Materiais e Métodos

Num estudo clinico obser | andlitico trar I cumprindo os requisitos éticos exigidos foram englobadas, tendo por base critérios de inclus@io/exclusdo previamente definidos, 205 criancas,
dos 5-15 anos, 133 com DM1 e 72 ndo diabéticas sauddveis, seguidas em Endocrinologia Pedidtrica e Odontopediatria. A avaliagdo clinica oral e a colheita padronizada de saliva estimulada
(parafina, método de cuspir) foram conduzidas por um clinico experiente, sujeito a calibragcdo prévia, contemplando o registo de diversos aspectos sociodemogrdficos e comportamentdis, fisiolégicos
(fluxo e capacidade tampdo salivares), patoldgicos (indices de carie e de hemorragia genglvol) e especificamente respeitantes @ DM1 (duragdo, controlo metabdlico). Procedeu-se a diferentes
abordagens andliticas complementares (microbioldgicas, imunoldgicas); na teri; tabolémica efectuada por 'H-RMN usaram-se 160 gL de saliva, aos quais foram adicionados 40 gl de
um padrdo de fumarato de sédio (10 mM, D,O 99.9%) em tampé&o fosfato contendo azida sédica (NaN3). Os espectros foram adquiridos num espectrometro RMN Varian VNMRS 14.1 Tesla (599.72 MHz)
utilizando uma sonda de detecgdo indireta de dupla ressonancia (H,X). Os pardmetros de aquisicdo incluiram um pulso de radiofrequéncias equivalente a 45° e um tempo de aquisicdo de 3 seg,
correspondendo a 18k pontos cobrindo uma largura espectral de 6000 Hz, uma pré-saturagéo de solvente (H, O) com a duragdo de 3 seg e um tempo de repeticdo interpulsos de 12 seg. A andlise
espectral consistiu, inicialmente, na comparacdo das alturas das ressonancias relativas a cada metabolito presente em niveis detectaveis; numa etapa posterior foi igualmente realizada a andlise dos
integrais das ressonéncias de metabolitos que apresentavam maior variabilidade inter-amostras. Na andlise preliminar utilizaram-se as alturas de 60 ressondncias e aplicou-se uma andlise de
componentes principais (PCA), com uma matriz de correlag@o de Spearman para um IC de 95%. Esta andlise multivariada permitiu reduzir a dimenséo dos dados a vectores ortogonais e, tratando-se
de uma blind analysis , foi possivel selecionar 8 metabolitos que apresentavam as maiores vari@incias, nomeadamente: acetato, alanina, butirato, etanol, formato, lactato, malato e propionato. Estes
metabolitos foram entdo sujeitos & andlise dos integrais para calcular, de forma quantitativa, a concentracdo de cada um, utilizando o sistema de deconvolu¢cdo espectral do programa NutsPro
(Acorn NMR Inc., Livermore, Cdlifornia, USA). Para o cdlculo da concentragdo intfegrou-se a drea do padrdo e normalizaram-se os valores para a massa e nUmero de protoes.
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Apos organizacdo de resultados e categorizacdo de varidveis procedeu-se a andlise estatistica através do SPSS19® e aplicagdo dos testes de correlagdo, Kruskal-Wallis e Mann-Whitney; valores de
p<0,05 foram considerados significativos para um IC de 95%.
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Discussdo e Conclusoes

Ainda que atualmente seja ponderada a existéncia de (pelo menos) um biomarcador metabolitico especifico para cada patologia, esta assuncdo simplista pode ser verdadeira apenas para

algumas condigdes. Pelos resultados obtidos pi 1 existir alteragdes no perfil metabolémico de criangas com DM1 relati te as ndo diabéti distinguindo-se o to de tragcdo de
butirato nas diabéti e de lato, etanol e alanina nas ndo diabéti Relativamente aos restantes metabolitos as diferengcas ndo se mostraram significativas entre grupos, ndo se venflcundo

igualmente preponderante a associagcdo com outro tipo de pardmetros avaliados (controlo metabdlico e duragdo da doenca, frequéncia de escovagem dentdria, taxa de fluxo salivar estimulado,
capacidade tampdo da saliva, indices de cdrie, indice de hemorragia gengival, carga microbiolégica e populagdo linfocitaria salivar).

O crescimento e dindmica do metabolismo dos diferentes microrganismos presentes na cavidade oral, a acentuada atividade metabdlica das glandulas salivares, a influéncia hormonal e aspetos
inerentes a génese da DM1 poderdo constituir parte dq explicagdo dos resultados obtidos; ndo obstante, neste tipo de estudo ha desde logo a ter em conta que, pelo seu desenho e cronologia,
apenas foi possivel estabels didas de iacdo ou lagdo, mas néo relacdes de feito entfre variGveis. Concomitantemente, a determinagcdo, num periodo Unico, de vdrios dos
par@metros avaliados poderd ndo reproduzir, de forma integral, a dinmica do verdadeiro estado de sadde oral/geral da crianga. A propdsito desta caracterizacdo de biomarcadores salivares ha
que atender ainda a que, quer o tipo de saliva (total/glandular especifica), quer o tipo de estimulagdo (nGo estimulada/estimulada) poderdo condicionar os resultados e consequente interpretagdo.

Desta forma, e assumindo a inovagdo e originalidade de toda a informagdo obtida nesta investigagcdo de perspetivas promissoras, a mesma deve ser obrigatoriamente enquadrada e interpretada no
contexto das respectivas vias bioquimicas, devidamente integrada e validada.
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