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RESUMO

A desnutricdo protéico-calérica vem sendo classificada como uma das
mais preocupantes endemias nao sé no Brasil, mas no mundo. Sabe-se que a
deplecéo ou a diminuigdo do aporte de proteinas das refeicées pode provocar
danos irreversiveis a varios sistemas organicos. O objetivo do presente
estudo foi avaliar o efeito da dieta hipoproteica sobre a formagdo e
composicao dos elementos dentarios. Foram utilizados 18 fémeas e 6 machos
para a realizacdo do experimento. Das 18 fémeas, 12 foram submetidas a
dieta hipoprotéica (DH) durante 03 semanas e as outras 6 e os machos foram
mantidos durante esse periodo com a dieta controle (DC).As dietas foram
mantidas durante o periodo de acasalamento, gestacéo e lactagcdo de todos
os animais. Apos o nascimento da prole, foram retirados 10 filhotes de cada
grupo para analise histopatologica dos germes dentarios dos incisivos
inferiores. Os demais passaram pela lactacdo até completarem 60 dias de
vida onde foram sacrificados e os dentes incisivos inferiores excisados para
analise por microscopia eletrbnica de varredura (MEV) das alteracdes
estruturais, bem como para analise de calcio por absorbancia atdbmica, do
fésforo pelo método do vanadato-molibdato e de outros minerais pelo EDX.
O figado dos animais foi removido para a analise das proteinas hepaticas. O
estudo histopatolégico mostrou que ao primeiro dia de vida, todos os animais
apresentavam os incisivos inferiores, 90% estavam na fase de aposig¢ao e
calcificagdo e em 60% destes foi possivel observar a formacao de dentina. Na
analise pelo MEV foi detectado em 90% dos animais do grupo DH que as
extremidades dos incisivos inferiores estavam quebradigas e sem contorno
definido; neste mesmo grupo foram detectadas microfendas extensas, 369,66
nmz 3,45, enquanto que no grupo DC as fendas eram de 174 nm+5,72.. Em
relacdo as concentragbes de calcio e fésforo houve reducgéo significativa no
grupo DH e para os demais minerais, quase todos se apresentaram
diminuidos neste grupo exceto o Cl e o K que no esmalte apresentou valores
superiores ao grupo DC. A diminuicdo do aporte protéico influenciou
significativamente no peso e no tamanho da prole, no entanto as proteinas
hepéticas ndo demonstraram diferencga significativa entre os grupos, levando-
se a crer que foi induzida nestes animais uma desnutricdo protéica do tipo
marasmatica.



ABSTRACT

Protein and caloric malnutrition has been considered one of the most
concerned endemic diseases in Brazil and in the world. It has been known that
depletion or reduction of proteins as far as meals are concerned can steer
irreversible damages upon several organic systems. This study had as aim evaluate
the effects the low-protein diet had over the formation and composition of the teeth
components. 18 females and 6 males were used for the experiment. 12 from the 18
females had undertaken the low-protein diet (DH) for 03 weeks and the other 6,
which remained, and those males had undertaken a controlled diet (DC) for the same
period. All animals had the diets during their mating, pregnancy and lactation cycle.
As soon as the offsprings had been born, 10 young males and females of each group
faced a disease hood analysis to check the teeth germs of their lower fore teeth. The
rest of the group had their lactation cycle normally — 60 days. Then they were put to
death and had their lower fore teeth removed both to be analyzed through a scanning
electronic microscopy (SEM) of the structure alterations and to have their calcium
checked by an atomic absorption of the phosphorus — vanadate-molibdate method —
and by other minerals — EDX method. The animals’ livers were removed to have their
hepatic proteins analyzed as well. The histopatologic study showed that at first day of
birth, all animals had their lower fore teeth come out. It was verified that 90% of the
animals’ teeth were in an apposition and calcification period and it was possible to
observe the dentin formation from 60% of the 90% already mentioned. Through the
SEM method it could be realized that 90% of the animals of the DH group had their
lower fore teeth easily broken and no definite shape. In this same group itself, it was
also observed long micro fissures—369,66 nm + 3,45 while the DC group had fissures
of 174 nm + 5,72. Now regarding the calcium and phosphorus concentration, it could
be noticed that there was a great reduction of these components and other minerals
in the DH group. Almost all minerals, except for the Cl and K, presented higher levels
in the DC group enamel.The reduction of the protein input greatly influenced the
offsprings” weight and height. However the hepatic proteins had no important
difference between the groups what can make one believe that those animals
suffered from protein malnutrition of marasmic kind.
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1 1.INTRODUCAO

1.1 Necessidades de nutrientes e energia

Define-se como necessidade nutricional de um individuo sadio, a quantidade
de nutrientes e de energia disponiveis nos alimentos que serdo utilizados para
satisfazer os requerimentos basais dos seres vivos indispensaveis para a realizagéo
do metabolismo. Tais necessidades representam valores fisiologicos que sé&o
expressos através de padrdes especificos para grupos semelhantes da populagao,
isto é, quantidades de nutrientes pré-estabelecidas para infantes, adolescentes,
jovens, adultos e idosos, assim como para portadores de patologias como diabetes,
insuficiéncia renal e desnutricdo (CUPPARI ,2002).

De acordo com BAILEY (2000), os alimentos sdo constituidos de varios
grupos de nutrientes, entre os quais aqueles que, sob forma monomérica, séo
passiveis de reag¢des catabdlicas com posterior geracao de energia sob a forma de
adenosina trifosfato (ATP) , sendo chamados de nutrientes energéticos. Séo eles: as
proteinas, cujas unidades fundamentais sdo os aminoacidos, os carboidratos
formados de glicose, e os triacilgliceréis constituidos por acido graxo e glicerol. A
presenca de quantidades adequadas na dieta de todos esses componentes,
associados a micronutrientes como as vitaminas e sais minerais promoverdao um
sinergismo perfeito para que todas as reagbes anabdlicas e catabodlicas acontegam
garantindo o pleno funcionamento dos organismos heterotréficos (WAITZBERG,
2001).

As proteinas apresentam uma agéo cooperada com os cofatores organicos e
inorganicos representados pelas vitaminas e sais minerais, existentes na dieta, cuja
falta ou deficiéncia torna a fungdo enzimatica defeituosa ou mesmo impossivel.
Desta forma, os nutrientes ndo atuam de um modo isolado, suas fung¢des s&o
coordenadas e inter-relacionadas (DE ANGELIS, 1995).



A falta ou deficiéncia de alguns destes cofatores interfere em importantes
etapas metabdlicas, as vezes inviabilizando vias inteiras, o que se reflete no
desequilibrio metabdlico, promovendo em muitos casos conseqiéncias de origem
organica e funcional. Portanto, a eficiente utilizagcdo das proteinas da dieta é
proporcional a adequacgdo entre o0os macro e micronutrientes e tem como
consequéncia a formacao de novas proteinas tissulares, o que se reflete tanto na
manutencédo e no crescimento, como na replegcdo dos tecidos depletados
(LAJOLO, TIRAPEGUI, 1998). Por outro lado, uma dieta inadequada induz o
organismo a catabolizar proteinas endégenas em maior proporgéo, o que pode levar

a um balancgo nitrogenado negativo.

Os casos extremos de desequilibrio nutricional, como a fome e a desnutrigéo,
induzem no individuo uma série de alteragdes bioquimicas e organicas, tais como:
disturbios no metabolismo de proteinas, lipideos, carboidratos, desequilibrio de agua
e eletrolitos, além de alteragbes gastrointestinais, hepaticas, neurolégicas e
sanguineas. Por este motivo, nos casos de desnutricdo, tanto a partir de uma
privacao da dieta, ou induzida por situacdes de estresse tais como infec¢des ou
cirurgias, alteram-se o0s requerimentos protéicos dos individuos e as suas

necessidades na composi¢cao de aminoacidos (FAO/WHO/UNU, 1985).

1.1.1 O papel metabdlico das proteinas

As proteinas sdo as mais importantes macromoléculas do nosso organismo,
pois além das fungbes estruturais, desempenham um papel indispensavel ao
funcionamento do organismo, agindo como catalisadores biol6gicos, horménios,
anticorpos, ora envolvidos com a fungdo imunolégica, ora regulando o
desenvolvimento celular, como os fatores de crescimento, ou ainda participando do
transporte de substancias, como a hemoglobina, as lipoproteinas, a ferritina, entre
outras (MAHAN, ARLIN, 1998).

O uso eficiente das proteinas alimentares, pelos individuos, requer

principalmente que todos os aminoacidos essenciais sejam fornecidos na dieta, em



quantidades adequadas para satisfazer os requerimentos necessarios ao perfeito
desempenho de suas fungdes fisioldgicas, uma vez que suas cadeias carbonadas,
ou ndo sdo sintetizadas pelo nosso organismo, ou o sd&o em quantidades
inadequadas (MILLER, PAYNE, 1964; LEUNG, ROGERS, 1975; DE ANGELIS,
1995).

Conforme preconiza MUNRO (1964), a concentragdo de aminoacidos no
organismo deve ser mantida constante, a todo custo. Se por acaso ocorrer um
desequilibrio de aminoacidos, por auséncia na dieta ou por uma maior demanda
metabdlica, automaticamente o organismo langara mao de um mecanismo
homeostatico que reintegrara esta concentragdo, seja através da mobilizacédo das
proteinas teciduais, seja pelo aumento da sintese dos aminoacidos néo essenciais.
Apds a digestdo das proteinas, se os aminoacidos que chegam da alimentacéo
mantiverem entre si uma propor¢do harmoniosa com os do organismo, e se a
quantidade for suficiente para repor a fragéo protéica que foi desgastada, o equilibrio
dindmico sera mantido (DE ANGELIS, 1995).

O valor nutritivo das proteinas depende do perfil e da concentragédo de
aminodacidos essenciais, mas é também uma fungéo da sua digestibilidade, isto &, da
disponibilidade com que as moléculas se expdem ao ataque das enzimas digestivas,
0 que passa a ser mais um parametro indicativo de sua qualidade (FAO/WHO/UNU,
1985; DE ANGELIS, 1995). A eficacia das proteinas ndo € influenciada somente
pelo padrdo de aminoacidos fornecido pelas mesmas ou da sua digestibilidade, mas
também pelo consumo de energia e do estado fisioldgico do organismo, isto &, os
requerimentos de aminoacidos e a sua utilizagcao variam de acordo com o aporte
calorico da dieta e com as necessidades especificas de um estado fisiolégico
particular, tendo em vista que, na auséncia do aporte caldrico eficiente, os
aminoacidos serao oxidados para a manutencéo dos niveis de glicose sanguinea no
organismo (MILLER, PAYNE, 1963; BRESSANI, ELIAS, MOLINA, 1977).

Quando as proteinas deixam de desempenhar seus papéis estrutural e
enzimatico passando a assumir a provisdo de glicose e energia para 0 organismo,
instala-se um estado de desequilibrio metabdlico. Quanto mais tempo durar esse

desequilibrio pior sera para o individuo que podera apresentar quadros de anemias,



hipovitaminoses e desnutrigdo protéico-energética, sendo esta ultima um dos
principais problemas sociais brasileiros (NUNES, BATISTA,MICHELI, 2002).

1.2 A problematica social da desnutrigao

Dentre os graves problemas sociais que assolam a humanidade neste inicio
de século, temos a fome apontando com uma das mais avassaladoras e
preocupantes moléstias no contexto mundial de Saude Publica. O problema da
fome representa, sem duvida, um dos mais dramaticos aspectos do
subdesenvolvimento a que se acham atrelados milhées de pessoas no Brasil e no
mundo. Apesar de inumeros estudos e propostas, datados da década de 40, n&o foi
possivel, até hoje, bani-la da realidade mundial. Em nosso pais, principalmente no
nordeste brasileiro, existem varios fatores responsaveis pela ma nutrigéo,
destacando-se, além da pobreza em que vive a maioria da populagdo, a ocorréncia
periédica de fendmenos ambientais, como a seca, que tornam inviavel a aquisicéo
das fontes protéicas convencionais por grande parte da populagdo (FERREIRA,
2000).

Dados atuais mostram que a produg¢ao de alimentos n&do acompanha o ritmo
de crescimento da populagdo, principalmente nos paises de terceiro mundo,
causando os quadros de fome endémica que colocam 500.000.000 de pessoas
dentro dos limites da desnutrigdo enquanto 12.000 pessoas morrem de fome por dia
no mundo (WHO, 1995; FERREIRA, 2000). Além disso, podemos reconhecer como
causas da fome endémica: os problemas sociais, as guerras e alteracdes no meio

ambiente, como as secas que ocorrem freqlientemente na regido nordeste do Brasil.

De acordo com FERREIRA e OTT (1994) e a Organizagao Mundial de Saude
(WHO, 1995) o estado nutricional do homem diz respeito a condi¢do de saude e a
constituicdo corporal deste individuo, resultantes da ingestdo e utilizacao bioldgica
de nutrientes no decorrer de sua vida. Este estado é considerado inadequado,
quando os indicadores adotados para sua avaliagdo estdo acima ou abaixo dos
limites da normalidade, limites esses, assumidos através de critérios estatisticos.
Quando encontramos valores acima da normalidade, isto €, uma hiperalimentagéo,
detectamos enfermidades como obesidade, diabetes mellitus tipo Il, aterosclerose,

entre outras. Quando estamos diante de um quadro de caréncia alimentar temos



casos de hipovitaminose A, anemias carenciais, bocio endémico e a desnutrigdo
protéico-calérica (DPC) ,sendo esta ultima, a luz da epidemiologia, a condicdo mais

importante dos atuais problemas de nutrigdo humana no Brasil € no mundo.

A desnutricao trata-se de uma moléstia com etiologia atrelada a fatores nao
s6 pertencente ao metabolismo do individuo, mas traz consigo toda uma
problematica social, econémica e politica. Podemos citar como exemplo o Brasil, que
segundo ADAS (1990) tem uma producéo de alimentos suficiente para alimentar
toda a populagcdo, no entanto, grande contingente populacional passa fome em
virtude do baixo poder aquisitivo resultante da alta taxa de desemprego e dos baixos

salarios pagos no pais.

Em estudos realizados pela Pesquisa Nacional sobre Saude e Nutrigcdo
(PNSN) em 1989, os dados obtidos indicaram que cerca de 13 milhdes de adultos
brasileiros (15,9%) apresentam baixo peso sendo que a maior prevaléncia se
encontra no Nordeste, onde o problema afeta 20% da populagdo maior de 18 anos
(COITINHO et al, 1991).

O Instituto Nacional de Alimento e Nutricdo (INAN) em 1992 revelou também
que 30,7% das criangas brasileiras sdo desnutridas, sendo que, 5,1% em grau
moderado a grave, segundo a classificagdo de Gobmez. Tais valores, quando
apresentados para todo o pais, apesar de serem por si sé preocupantes, mascaram
a gravidade com que o problema se manifesta nas regibes mais pobres. A
prevaléncia de desnutricdo (todas as formas) é cerca de 2,5 vezes maior no
Nordeste (46,0%) do que a encontrada na populagdo Sul/Sudeste (20,6%). Para os
casos de desnutricdo moderada e grave, a diferenca € ainda mais expressiva: 10,1%

para o Nordeste e 2,4% para o Sul/ Sudeste.

No Rio Grande do Norte, segundo pesquisa realizada pelo Instituto de
Desenvolvimento do RN (IDEC) em 1995, dos 46% da populagdo que vive em
estado de indigéncia, 22,7% apresentam quadros de desnutricdo, principalmente
caldrico-protéica, afetando principalmente o grupo mais vulneravel aos efeitos da
pobreza, que s&o as criangas de 0 a 6 anos de idade e as mulheres gravidas e

lactantes.



De acordo com ENGLE (1991) o indice de desnutricao é particularmente alto
durante os dois primeiros anos de vida e ocorre, principalmente, em virtude das
criangas, nesta fase, serem completamente dependentes de cuidados maternos;
instala-se principalmente apdés o desmame, quando a crianga comega a receber
bebidas lacteas, altamente diluidas com baixo teor protéico e elevados percentuais
de hidrato de carbono (PRADO et al., 1995). Além disto, esse indice pode estar
associado a fatores relacionados com o meio ambiente, estrutura social,
desenvolvimento familiar, nivel de educagcéo e desconhecimento do valor nutritivo

dos alimentos e das necessidades corporais.

E interessante ressaltar que quando o consumo calérico total é deficiente, a
importancia da adequacdao do consumo de proteinas torna-se secundaria, pois,
ainda que sejam ingeridas em quantidade e qualidade adequadas, sé&o
metabolizadas no sentido de complementar as necessidades energéticas do
individuo. Apenas uma menor parte cumprira a fungdo estrutural ou especializada
(enzimas e anticorpos, entre outras.). A manutengdo dessa situagdo conduz o
individuo a condicdo denominada Desnutricdo Protéico-Cal6rica (DPC), que é uma
entidade patoldgica resultante de uma deficiente ingestéo e/ou utilizagao bioldgica
de proteinas e calorias. (WHO, 1976; ADAS, 1990; FERREIRA, 2000;).

Segundo FERREIRA (2000), do ponto de vista sanitario, a desnutricdo
primaria representa um grave problema de saude publica, sobretudo em fungéo de
sua determinagdo social, onde, no ambiente pobre, diversos fatores atuam
sinergicamente com a desnutricdo, agravando-a ou precipitando-a. Outros fatores
associados contribuem por aumentar esse risco: desnutricdo materna, né&o
amamentacdo ou desmame precoce, auséncia de agua potavel e instalagcéo
sanitaria em casa, alta freqiiéncia de infecgbes e diarréia no 1° ano de vida, dentre

outros.



1.3 Desnutrigao protéico-calérica: formas clinicas

A desnutricdo energético-protéica (DPE) apresenta-se sob duas formas
clinicas extremas, o Kwashiorkor e o Marasmo. Entre estas existe um largo espectro
de manifestacbes anémalas de crescimento e desenvolvimento. Ambas as formas
extremas apresentam quadros clinicos e metabdlicos bem diferenciados. Com
freqUiéncia, o marasmo é apresentado como um exemplo de “adaptacao” metabdlica
a um déficit nutricional, enquanto que o Kwashiorkor representaria a auséncia de
adaptagdo. Na maior parte das vezes, os sinais e sintomas se superpdem,

produzindo um quadro misto chamado de kwashiorkor-marasmatico.

Os primeiros trabalhos sobre desnutricdo foram realizados pela pediatra
WILLIAMS (1933, 1935), que descreveu o Kwashiorkor como um quadro de
desnutricao causado pela deficiéncia de proteina na dieta, que por sua vez era rica
em carboidratos. Alguns anos depois, através do trabalho de BROCK, AUTRET
(1952), sobre o Kwashiorkor na Africa, concluia-se que era a mais séria e difundida

desordem nutricional conhecida pela ciéncia.

Trabalhos realizados por MCLAREN (1974) descreviam um outro tipo de
desnutricdo causado pela caréncia tanto de calorias como de proteinas na dieta, o
Marasmo, que seria o caso de falta da proépria dieta, principalmente no primeiro ano
de vida. Os sintomas clinicos, como edema, fraqueza, pele aspera, e os indicadores
antropomeétricos do estado nutricional, como peso por idade, altura por idade e peso
por altura, foram usados primariamente para diagnosticar quadros de desnutrigao

como Kwashiorkor, Marasmo ou a combinagéo dos dois tipos de desnutricao.

A desnutricao seria considerada primaria quando decorrente de uma ingestao
alimentar inadequada e secundaria se for originada de alguma patologia. Como os
quadros carenciais, ha maioria das vezes, ocorrem simultaneamente, com maior ou
menor severidade, passaram a ser diagnosticados também através de parametros
bioquimicos (HEARD et al., 1975; REEDS, LADITAN, 1976; COWARD, LUNN,
1981).



E importante considerar que o conteido de energia de uma dieta parece
exercer uma consideravel influéncia sobre o consumo de alimentos e sua utilizagéo
protéica (FAO/WHO/UNU, 1985). BLANCO, BRESSANI (1991) mostraram que uma
proteina deficiente também influiria na ingestdo de alimentos. Assim, dietas com
baixas concentragdes de proteinas afetariam a quantidade de alimentos consumidos
e a eficiéncia de sua utilizagdo. Desta forma, o crescimento pondo-estatural seria
altamente dependente tanto da qualidade como do consumo de energia e proteina.
(WATERLOW, TOMKINS, McGREGOR, 1992).

NUNES et al (2002), relata que as criangas desnutridas apresentam
deficiéncias no seu sistema imunoldgico e como conseqiéncia um maior risco de
infeccbes, além de maior predisposicao ao atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor. Estudos como os de SMYTHE, CAMPBEILL (1959), PHILLIPS e
WHARTON (1968) mostraram, também, que a desnutricdo protéica, quando impede
a producgao pronta e imediata de anticorpos , diminui a resposta imunitaria tornando
o organismo mais susceptivel a infeccdes. Esses autores encontraram elevados
indices de infec¢cdes causadas por bactérias, virus, micoses e parasitoses em
individuos desnutridos. Segundo STIEHM (1980), as taxas de imunoglobulinas (IgG,
IgM, IgA e IgE) também encontram-se diminuidas em portadores de desnutricao
protéico-calérica, e CHANDRA, em 1991, mostrou que ocorria uma diminuicao do
nuamero de célula T (imunidade celular), linfécitos CD4+ / CD8+, além da reducédo da

capacidade de proliferagéo linfocitaria.

Devido a existéncia de quadros intermediarios de alteragbes dietéticas
diversas, torna-se dificil classificar uma crianga tipicamente Marasmatica ou com
Kwashiorkor. ESCODA (2000); SOARES, PARENTE(2001); CUPPARI (2002),
caracterizam a desnutricdo marasmatica como uma patologia que se manifesta no
primeiro ano de vida quando a crianga apresenta uma dieta deficiente em proteinas
e calorias. O paciente apresenta um défcit de peso e altura em relagéo a idade, ndo
apresenta lesées na pele, mucosa e couro cabeludo, n&o apresenta hepatomegalia
nem edema. Quando submetidos a exames laboratoriais, esses pacientes nao
demonstram alteragdes marcantes no hematdcrito, hemoglobinemia, proteinemia.
Em relacdo aos pacientes portadores de Kwashiorkor, temos que a manifestacéo da

desnutricao ocorre apds o primeiro ano de vida em que o paciente apresenta uma



dieta n&do balanceada com calorias normais ou excessivas e deficientes em
proteinas. Clinicamente, esses individuos apresentam edema generalizado, lesdes
carenciais na fibra capilar, pele, mucosas e hepatomegalia de mais de 2cm além de
demonstrarem um discreto déficit na relagcao peso/altura. No tocante aos exames
laboratoriais observa-se diminuicdo no hematocrito, hemoglobinemia, proteinemia e

hipovitaminose Ae D .

No Brasil, o marasmo é o tipo de desnutricdo predominante, segundo
FERREIRA (2000). No Nordeste onde a desnutricdo é mais grave, essa condi¢do &
encontrada com freqUéncia nas areas atingidas pela seca, como também em favelas
urbanas originadas, em grande parte, pelo éxodo rural. Todos estes fatores
discutidos acima concorrem de uma maneira coordenada e integrada para o
agravamento dos quadros de desnutricdo. Sabe-se que a deplecdo ou diminuicao
dos componentes essenciais para o metabolismo corpéreo pode levar o individuo a
sérios problemas envolvendo ndo s6 sistemas imune, nervoso e endoécrino mas

também o estomatognatico.

1.4 Repercussdes orais da desnutricdo

De acordo com KRIGER (1999), o estado nutricional tem seu valor especifico
no desenvolvimento do elemento dentario e na formagéo do processo cariogénico.
Os componentes da dieta, estdo envolvidos no mecanismo de formagéo do 6rgéo
dentario, odontogénese, bem como de todo o sistema estomatognatico. As células
precursoras necessitam de energia e nutrientes para sua formacao normal. A dieta
sera amplamente relacionada ao processo cariogénico, tendo em vista que os
alimentos agirdo diretamente na superficie dentaria e servirdo de substrato para os
microrganismos causadores da carie dental (BIRKED, IMFELD, EDWARDSSON,
1993; BENITEZ, SULLIVAN,TINANOFF, 1994; BOWEN, 1994)

Quando se instala um desequilibrio nutricional, alteragbes orais ocorrem com
frequéncia. Os efeitos sistémicos podem influenciar os dentes durante o periodo
formativo, bem como a quantidade e a qualidade do fluxo salivar, aumentando ou
diminuindo a resisténcia do hospedeiro. Como efeito local temos a influéncia sobre

os carboidratos fermentaveis que, quando em maior quantidade no meio bucal,



alteram o metabolismo bacteriano favorecendo o aumento da produgéao de acidos,
fator primordial para a formacéo da carie dental(KRIGER, 1999; THYLSTRUP,
FERJERSKOV, 1995).

THYLSTRUP e FERJERSKOV (2001), descrevem que periodos prolongados
de desnutricdo afetardo os tecidos e 6rgdos em relagédo as suas necessidades de
energia e nutrientes. Durante a infancia, a desnutricdo pode limitar o
desenvolvimento de 6rgaos como, por exemplo, o cérebro e as glandulas salivares,
levando a uma diminuigdo da capacidade metabdlica. Durante a fase adulta, quando
a formagcdo dos o&rgéos estd completa, os efeitos da desnutricido estéo
principalmente relacionados a funcéo celular. De acordo com FREITAS, SOUZA,
PINTO (1994), ocorrem alteragbes tanto morfoldégicas quanto morfométricas nas

glandulas paroétidas de ratos.

Dentre os principais problemas que ocorrem na odontogénese a hipoplasia do
esmalte € a mais comum. Trata-se de uma anormalidade no desenvolvimento e da
mineralizagdo dos dentes humanos. De acordo com KRIGER (1999), apesar de néo
se conhecer o determinante bioquimico especifico para o aparecimento das lesoes,
evidéncias recentes sugerem uma ligagdo com o metabolismo do célcio. A
hipoplasia tem sido considerada endémica em muitos paises e esta comumente
associada a doencas da infancia. Podemos caracterizar a hipoplasia como defeito
no esmalte resultante de injuria metabdlica nas células precursoras, o0s
ameloblastos. Clinicamente, a hipoplasia é caracterizada por uma superficie rugosa,
com pontos ou faixas circunferenciais esbranquicadas na coroa do dente, podendo
apresentar além da coloragdo esbranquicada, uma coloragdo amarelo-acastanhada

adquirida apés a erupgao.

MELLANBY (1936) e CARR (1956) foram os primeiros a relacionar a
presenca de dentes hipoplasicos em decorréncia de deficiéncia nutricional,
particularmente de vitamina D. Verificaram também que dentes com essas lesdes
apresentavam caries com mais freqiéncia do que os nao hipoplasicos. NIKIFORUK,
FRASER, 1981; BEZERRA, 1990; MAGUIRE, RUGG-GUNN, 1994, mostraram , em

seus estudos , que a hipoplasia do esmalte esta relacionada a disturbios na



homeostase de célcio, a qual , por sua vez, é controlada de forma complexa,
envolvendo vitamina D, horménio paratiredideo e calcitonina.

1.4.1 Efeitos na Odontogénese

Temos como definicho de odontogénese o processo de formacédo e
desenvolvimento do elemento dentario. ARANHA (1995) relata que no
quadragésimo quinto dia da vida intra-uterina , o epitélio, que recobre os rebordos
maxilares inicia uma proliferagdo ativa caminhando em direcdo ao mesénquima
subjacente dando origem a uma lamina epitelial chamada de lamina dentaria. Esta

estrutura € a precursora do germe dentario.

Apés a origem da lamina dentaria, quatro fases séo observadas até a total
formacado e erupgdo do dente na cavidade oral. A FIGURA 1 mostra os eventos
proliferativos denominados por BHASKAR (1989) como odontogénese. A primeira
fase a surgir é a fase de iniciagado, conhecida também como “estagio de botéo”.
Nessa fase observa-se a proliferacéo inicial de células pertencentes a lamina
dentaria com dilatagdes ovoéides ou esféricas em varios pontos diferentes da arcada.
Assim se inicia o desenvolvimento dos germes dentarios. A segunda fase é a de
proliferacéo, caracterizada pelo crescimento desigual de diferentes partes da
estrutura ovoéide levando ao “estagio de capuz”’, o qual se caracteriza por uma
invaginagéo pouco acentuada na superficie mais profunda do germe. Aqui podemos
distinguir varias estruturas como o epitélio interno e externo do 6rgéo do esmalte, o
reticulo estrelado e a papila dentaria. A fase subsequente é a de histodiferenciagéo,
também denominada de “estagio de campanula”, pois conforme a invaginagéo do
orgao do esmalte se aprofunda a sua margem continua a crescer e a estrutura toma
a forma de um sino. Nesta fase podemos perceber a maturagao das estruturas da
fase anterior bem como aqui surgem células secretoras como os odontoblastos,
responsaveis pela deposicao de dentina, e os ameloblastos , responsaveis pela
formacdo do esmalte. A quarta fase é a de aposicao e calcificagdo. Neste ponto
inicia-se a secregédo de matriz do esmalte e da dentina bem como sua maturacgéo e

calcificagéo.

Estas fases representam o ciclo vital do dente na regido intra-6ssea. Apos a

fase de calcificagéo, inicia-se o processo de erupgcdo na cavidade oral. Vale



salientar que no momento da erupgdo as raizes dos elementos dentarios ainda
estdo em fase de formacgao.

Durante a Odontogénese encontramos uma alta atividade metabdlica no
germe dentario e nos primeiros passos deste evento evidencia-se uma
concentracédo acentuada da proteina fetal amelogenina, que esta diretamente ligada
ao processo de formagdo da matriz. Com o processo de formacgdo dos cristais de
hidroxiapatita, Cao(PO4)sOH,, estas proteinas vao diminuindo em numero
permanecendo em pequenas porcentagens no esmalte maduro(LOESCHE, 1993;
THYLSTRUP e FEJERSKOV, 1995, KRIGER, 1999).



FIGURA 1- Fases da odontogénese: a) lamina dentaria, b) fase de botao, c)

capuz, d) campanula, (e, f) fase de aposicao e calcificagao (BHASKAR, 1989).




O desenvolvimento dos dentes inclui a formagdo de uma matriz orgénica
protéica, seguida por mineralizagdo e maturagéo. O processo, que segue um padrao
cronolégico bem definido, envolve varios estagios criticos. As deficiéncias
nutricionais podem levar a alteragcbes na sintese protéica ou disturbios na
mineralizagdo podem perturbar a estrutura, bem como a forma, a posi¢do dos dentes
e retardar a sua erupgédo na boca. Com base em estudos antigos realizados por
DREIZEN (1952), ALVAREZ, LEWIS, SAMAN (1988), MARTHALER (1990) surgiu a
conscientizacdo de que disturbios nutricionais, tais como deficiéncias de calcio,
fosfato, vitaminas A, D, C, e balango energético-protéico, afetam a formacao do
tecido dentario de acordo com suas fung¢des biologicas gerais. Os dentes tornam-se
hipomineralizados e mais susceptiveis aos danos causados pelo acido latico oriundo
do metabolismo dos carboidratos realizado pelas bactérias orais, dando origem
assim, ao processo cariogénico. Corroborando com estes achados, THYLSTRUP,
FERJERSKOV (2001), relatam também que deficiéncias nutricionais, como as de
calcio, fésforo, micronutrientes e a desnutricdo protéico-energética afetam a
composicao de tecidos dentarios aumentando a susceptibilidade a carie. Segundo
MILLER, OKOISOR, LIDDINGTON (1986); KRINGER (1999), a deficiéncia de
vitamina A é conhecida por alterar a amelogénese (formacgédo do esmalte dentario),
dentinogénese (formacao da dentina) e a fungéo imunolégica. Ocasionando, ainda, a
reducado da sintese de glicoproteinas salivares como as mucinas, especificas para a

aglutinagédo de bactérias.

Os dentes sdo considerados importantes indicadores da idade biolégica do
individuo, pois a erupgado ocorre de forma continua e programada. Altera¢des
nutricionais, infecciosas, genéticas ou ambientais podem alterar os processos de
maturacao e calcificacdo do esmalte, bem como a erupgado do elemento dentario. O
esmalte é constituido de cristais de hidroxiapatita que durante a formagédo do
elemento dentario esta envolvido em um complexo processo de nucleagdo e
deposicao de minerais dentro de uma matriz protéica especifica ha sua composigéo
aminoacidica, secretada pelos ameloblastos. Nessa matriz ocorre o processo de
deposicdo de minerais como o calcio e o fosforo que dardo a estrutura a dureza e
rigidez pertinente ao tecido do esmalte ( BHASKAR, 1989; LOESCHE, 1993).



1.4.2 Composigao estrutural do elemento dentario

O dente adulto, completamente desenvolvido, apresenta-se anatomicamente
constituido, por duas partes distintas: a coroa e a raiz. Histologicamente, o elemento
dentario apresenta os seguintes tecidos: esmalte, dentina, cemento e polpa
(BHASKAR, 1989).

O esmalte dentario é o tecido que reveste a coroa do dente e segundo
ARANHA (1995), é o tecido mais duro do organismo apresentando sua conformacao
em prismas de cristalitos de hidroxiapatita , Ca1o(PO4)sOH2, formados por 96,0% de
minerais . O esmalte possui apenas 0,5% de substancias organicas e 3,5% de agua.
A dentina € o tecido que vem logo abaixo do esmalte na regido coronaria e logo
abaixo do cemento , na regido radicular. Diferentemente do esmalte, a dentina é
menos mineralizada, contendo 65,0% de minerais, na forma de cristalitos de
hidroxiapatita, 21,5% de substancias orgéanicas e 13,5% de agua. A presenca de
minerais é consideravelmente diminuida no cemento e na polpa. No entanto, no que
se refere as substéncias organicas temos o cemento apresentando uma
concentracédo de 35,0% e a polpa de 9,0%. Neste ultimo tecido temos como

componente principal a agua, perfazendo uma concentracéo de 90,0%.

Na Tabela 1 observa-se a relagdo dos principais minerais encontrados nos
tecidos dentarios. Nele podemos observar que o calcio € o principal componente do
esmalte e da dentina. Este ion € de grande importancia, pois sua presenga em
grande quantidade garante a estes tecidos rigidez e baixa permeabilidade. Fato que
contribui para o perfeito funcionamento do dente durante a mastigagao impedindo a
fratura do érgéo ou mesmo a difusao facilitada dos acidos presentes ou decorrentes

da alimentacgao, o que impede a formacgao da cérie dentaria.



Tabela 1 - Composig¢ao quimica do elemento dentario

Ca™ 36,0 26,0 16,0
PO4™ 18,0 13,0 8,0
COs™ 3,0 3,0 6,0
Mg*™ 0,5 0,8 0,5
Na* 0,4 0,4 0,4
K* 0,2 0,2 0,1
F 0,01 0,02 0,05

Fonte: ARANHA (1995)

ANDERSON et al (1988) e SOARES (2000) e relatam que o corpo humano
adulto pesando 70kg contém aproximadamente 2% de calcio e 1% de fésforo; 99%
do calcio e 80% do fésforo presentes no organismo sdo encontrados sob a forma de
componentes dos ossos e dentes. Nos liquidos organicos o calcio existe sob trés
formas: calcio ionizado (Ca++), que é a forma fisiologicamente ativa; calcio
complexado com acidos organicos ou inorganicos tais como o citrato de calcio, o

fosfato de calcio e o sulfato de calcio; além do calcio ligado a proteinas.

BURTON (1999), afirma que para haver uma absor¢do 6tima de calcio e
fésforo, estes nutrientes devem ser fornecidos na dieta em quantidades
aproximadamente iguais. Uma proporgéo anormal de calcio na alimentacao interfere
na absor¢cdo de ambos, podendo resultar em deficiéncia de calcio. Além disso, ha
outros fatores que facilitam a absorc¢do do calcio tais como a vitamina D, acidez do
suco gastrico, ingestdo de proteinas e o estado fisiologico do individuo (CZAJKA-

NARINS, 1994). Alguns componentes da dieta como os acidos fiticos e oxalicos



formam complexos insoluveis com o calcio, dificultando a sua absorcao
(SGARBIERI, 2001).

Na saliva, o fésforo e o calcio estdo presentes entre os mais significantes
constituintes inorganicos para a saude bucal. Cerca de 30 a 50% do calcio presente
na saliva estao ligados a proteinas e s&o liberados com a queda do pH. No biofilme
dentario, aproximadamente 5 a 10% do peso seco é da responsabilidade de
substancias inorgénicas, das quais o calcio, o fésforo e o potassio parecem
predominar.(THYLSTRUP,FEJERSKOV, 2001)

1.4.3 A relagao entre desnutrigao e carie dentaria

CONSOLARO (1996), relatou que a carie dentaria € uma doenga multifatorial
infecciosa que para se instalar depende de um hospedeiro susceptivel, uma
microbiota especifica e uma dieta rica em carboidratos. OLIVEIRA, FASANARO
(1997), afirmaram que a carie inicia-se por um processo de desmineralizagdo de
uma microrregiao do esmalte, em conseqiéncia da acédo de acidos organicos
sintetizados pelos microrganismos, que metabolizam os carboidratos presentes na
dieta, até a formacgédo de acido lactico. Com a evolugcado do processo cariogénico,
ocorre a dissolugdo dos minerais da dentina e a desnaturagcéo do colageno, ambos
resultantes da agao continua das bactérias. Quando néo tratada, a cérie progride até

a total destruigao do dente.

AGUIAR (1999), afirmou que a carie € uma doenga crbnica, infecto-
contagiosa, modulada por fatores ambientais, causando alteragdes histolégicas ultra-
estruturais seguida de destruicdo dos tecidos descalcificados dos dentes. A
descalcificagao inicial é atribuida a acdo de produtos metabdlicos das bactérias. A
perda da matriz inorganica do esmalte, da dentina e do cemento facilita a destruicéo
da matéria organica, a qual envolve os cristais de hidroxiapatita. A evolugdo da
doenga caso o processo de desmineralizagdo nao seja interrompido e revertido logo
no inicio, pode provocar uma eroséo dos tecidos dentarios o que podera atingir e

lesionar a polpa dentaria causando danos irreversiveis.



Quando se correlaciona estado nutricional e carie dentaria, existe no meio
odontoldgico um ponto de discordancia. Alguns pesquisadores sugerem que ndo ha
relagéo consistente entre a carie e o estado nutricional. Entretanto BHASKAR(1989);
ALVAREZ, et al (1991); JOHANSSON et al (1992); KRIGER (1999), enfatizam que o
desequilibrio nutricional, testado em animais experimentais, durante a odontogénese
pode alterar a morfologia, a cronologia de erupc¢do, a oclusédo, a incidéncia de

hipoplasia do esmalte e a fungéo das glandulas salivares.

Em 1976, a Organizagdo Mundial de Saude ja fazia a correlagao entre um
quadro de caréncia alimentar e a carie dentaria. Segundo ARANHA (1995), dentre
os fatores que podem influenciar o desenvolvimento dentario estao os dietéticos.
Regimes hipoprotéicos podem determinar falhas na formag&o da matriz do esmalte e
da dentina bem como a diminuicdo do consumo de vitaminas e minerais que
provocam alteragbes na formacdo do periodonto de sustentagcdo do elemento

dentario bem como na sua calcificagéo.

Em estudos com animais experimentais realizados por BIRKHED (1991) e
JOHANSSON (1992) foi constatado que a deficiéncia energético-protéica, de
vitamina A, de zinco e de ferro durante o periodo pré-eruptivo causa o aumento do
desenvolvimento de lesbes cariosas, 0 que se atribui estar relacionado ao tecido
lesado do dente. A solubilidade do esmalte por acido € maior em filhotes de rato
com deficiéncia enegértico-protéica ( ALVAREZ, 1988).

Estudos realizados com criangas na América do Sul (ALVAREZ et al, 1991), e
na india ( JOHANSSON, 1992) confirmam que a ma nutricdo protéica-calérica
cronica e aguda durante a infancia aumenta a suscetibilidade a doenca céarie. A
correlagdo de ma nutricado protéico-energética com os efeitos orais durante os
periodos criticos de outros disturbios nutricionais ainda precisa ser estudada e
relacionada as lesdes cariosas em experiéncias padronizadas e investigagbes em
humanos. Autores como LOESCH (1993) e KRIGER (1999) enfatizam a
necessidade de novos e mais aprofundados estudos no tocante as altera¢cdes né&o

sO na cavidade bucal como um todo mas nos tecidos do elemento dentario.



1.5 Estudos em roedores

1.5.1 Caracteristicas dos elementos dentarios

Os dentes dos roedores diferem em alguns detalhes dos dentes humanos. A
camada de esmalte nos dentes dos roedores é cerca de 20 vezes mais fina do que a
dos dentes humanos. Logo apdés a sua erupgdo, os dentes dos roedores séo
hipomineralizados e a manuteng¢ao pos-eruptiva pode continuar pelo menos por dois
meses apds a erupgdo, contrastando com os dentes humanos que estdo
completamente mineralizados no momento da erupgdo. A microbiota oral dos
roedores é diferente da humana. Portanto, se faz necessario uma certa cautela ao
extrapolar os resultados dos estudos de carie em animais experimentais para o
homem (EDWARDSSON, 1988; LOESCHE, 1993).

Como enfatizam, THYLSTRUP e FEJERSKOV (2001), a morfologia dos
dentes do rato também é diferente da humana, o rato apresenta molares que séo
atravessados por fissuras profundas e possui uma camada fina de esmalte, que nao
cobre a ponta das cuspides. No ato da erupgao dentaria, esta camada de esmalte
ainda pouco mineralizada, especialmente na base e partes laterais das fissuras. Esta
hipomineralizacao, associada com a capacidade de formar fissuras mais profundas e
acumular mais residuos alimentares, predispde este animal ao desenvolvimento da
carie de fissura e de superficie lisa. Na arcada dentaria de ratos Wistar encontramos
quatro incisivos e doze molares, ndo encontramos caninos nem pré-molares,

apresentando uma anatomia oral simples quando comparada com a humana.

1.5.2 Efeitos da desnutrigcao

Os nutrientes oriundos da alimentacéo tem importante funcao estrutural e
principalmente energética. Segundo FREITAS, SOUZA, PINTO (1994), estes
compostos se incorporam a célula durante os periodos embrionario e pos-natal, a
fim de promoverem seu desenvolvimento, sua diferenciacéo, produgao de energia e

atividade nervosa de uma maneira geral.



De acordo com MITCHELL e RYNBERGEN (1978), a subnutricdo e a
supernutricdo ocorrida durante as fases do desenvolvimento de um érgéo, podem
afetar o numero final de suas células possibilitando, assim a ocorréncia de danos

permanentes com repercussao na fungao do referido érgéo.

De acordo com FRANKOVA (1971), alteragdes na composigdo da dieta
influenciam no comportamento néo s6 de ratos em desenvolvimento, mas, também,
de ratos adultos.Quando se altera a razdo entre os nutrientes basicos, a
excitabilidade inata do sistema nervoso central pode ser modificada extensamente.
Segundo o mesmo autor estudos experimentais demonstraram que a nutricao,
durante os primeiros dias de vida, tem um efeito decisivo no processo de
desenvolvimento de um ser humano, além da participagdo de outros fatores, como

por exemplo, os genéticos e as influéncias externas.

Conforme BELDA, ZUCAS (1981), a ocorréncia de deficiéncias nutricionais
durante o desenvolvimento embrionario e pos-natal, pode ocasionar problemas tais
como diminuicdo do peso corporal, interrupcdo do crescimento, retardo do

amadurecimento do sistema nervoso entre outros problemas.

Para LISTER, McCANCE (1967), ndo ha duvida de que se ratos forem
submetidos a um periodo de desnutricdo severa, durante seu desenvolvimento, eles
ndo atingirdo o tamanho completo que lhes foi determinado pela natureza.
FRANKOVA (1971) afirma que durante o periodo neonatal, a razdo de divisdo
celular nos 6rgéos de ratos pode ser influenciada pelo estado de nutricdo. Ingestéo
calorica diminuida interrompe o processo de divisdo celular e os varios 6rgaos

passam a conter um menor numero de células ao desmame.

Como cita SAMBAQUY (s.d.) na gestacéo, o problema das proteinas €, de
todos, o mais importante a ser apreciado, uma vez que estas representam
componentes indispensaveis as células vivas. Entre outros envolvimentos as
proteinas tém destacada acdo em face dos fendmenos relativos a imunidade, como
elemento precursor de anticorpos. A sua caréncia propicia, portanto, a diminuicéo da
resisténcia organica as infec¢des. ZEMAN (1970) afirma ter sido demonstrado que a

restricdo de proteina preferentemente a ingestéo alimentar total, durante a gravidez



da rata, resulta na produgéo de filhotes menores do que os normais. O numero de
células do figado, rim, coragao, timo, cérebro e na carcaga remanescentes desses
filhotes, € reduzida ao nascimento, indicando uma diminuicdo na razdo da

reproducgao celular durante a gestagao.

De acordo com FREITAS, SOUZA, PINTO (1994), varios estudos sobre a
influéncia de desnutricdo sobre a cavidade oral de ratos, principalmente sobre as
glandulas salivares, relatam que o tamanho celular, o numero de células e a fungéo
de componentes bucais podem estar alterados, quando estes animais sé&o
submetidos a uma deplecdo protéico-caldérica. No tocante a modificacbes na
estrutura dentaria frente a desnutricdo, pouco tem-se avaliado. Sabe-se que
alteragdes do tipo hipoplasia do esmalte ocorrem quando o paciente sofre uma forte
deplecao protéica, mas em relagdo aos demais tecidos dentarios e informacgdes
precisas sobre os componentes organicos e inorganicos do esmalte ainda continuam

obscuras.

Tendo em vista a escassa literatura referente aos efeitos da desnutricdo no
sistema estomatognatico de ratos e com o intuito de avaliar os danos acarretados no
estado gestacional deste animal durante a erupgédo do elemento dentario, bem como
aos tecidos dentarios e sua formacao, € que se propde a realizagdo deste trabalho

experimental.



1.6 Objetivos

Geral:

O objetivo do presente estudo experimental foi determinar, em ratos Wistar,

alteracdes dentarias decorrentes da administracdo de uma dieta hipoprotéica.

Especificos:

¢ Analisar histologicamente o impacto que a desnutricdo protéica pode
acarretar ao germe dentario.

e Detectar possiveis alteragées na quantificacao das proteinas hepaticas
e séricas.

e |dentificar alteracbes entre as concentracdes de calcio e fosforo na
coroa do elemento dentario.

o Verificar e quantificar as alteragdes nos minerais presentes na dentina
e no esmalte pelo método do EDX.

¢ Analisar os efeitos da dieta hipoprotéicas, por microscopia eletrénica

de varredura, na estrutura dos elementos dentarios erupcionados.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Dietas Experimentais

Para a realizagdo deste trabalho, foram elaboradas duas dietas experimentais,
a base de caseina, uma servindo como dieta controle, apresentando 14% de
proteinas, (DC) e preparada segundo as normas da AIN-93 (REEVES, NIELSEN,
FAHEY Jr, 1993) e uma dieta hipoprotéica contendo 4% de proteina (DH) conforme
a Tabela 1.

TABELA 2- Composi¢ao centesimal das dietas experimentais

NUTRIENTES

Dieta Controle Dieta hipoprotéica

Caseina ® 147.34 42.10
Sacarose 100.00 40.00
Oleo de soja 40.00 40.00
Celulose mcrocristalina 50.00 50.00
Mistura mineral ° 35.00 35.00
Mistura vitaminica ° 10.00 10.00
L-cistina ®© 1.80 0.60

Bitartarato de Colina ° 2.50 2.50

Terc.butil-hidroquinona ® 0.008 0.008
Amido ¢ 613.35 779.79

a) A caseina contém 95% de proteina.

b)As misturas vitaminica e salinica, a L-cistina, o tercidrio butil-hidroquinona e bitartarato de colina,
foram adicionados as dietas segundo as recomendacgdes da AIN-93, REEVES,NIELSEN,FAHEY Jr.
(1993).

c) A L-cistina foi utilizada para suplementar os aminoacidos sulfurados da caseina.

d) O amido de milho foi estimado por diferenca.



2.2 Procedimentos técnicos no preparo das dietas experimentais

Parte do amido, sacarose e agua destilada utilizada no preparo das dietas
foram solubilizados em forma de gel, a temperatura de 100°C. A caseina, a mistura
salinica, a mistura vitaminica, L-cistina, bitartarato de colina, butil-hidroquinona e o

Oleo de soja foram adicionados a ragao apés o gel atingir a temperatura de 40°C.

As dieta foram peletizadas e levadas a secagem em estufa aerada a
temperatura de 40°C durante 48 horas. Depois de prontas as dietas foram

identificadas, estocadas em caixa de polietileno e mantidas a 4°C.

2.3 Animais Experimentais

Foram utilizados inicialmente 24 ratos, albinos da linhagem Wistar sendo 18
fémeas e 6 machos, com 120 dias de nascidos, pesando em média 300g,
provenientes do biotério da Base de Pesquisa de Bioquimica da Nutrigdo do
Departamento de Bioquimica da UFRN. Durante o ensaio biolégico, os animais
foram mantidos em um ciclo fotoperiédico com 12 horas no claro e 12 no escuro. A
temperatura ambiental foi controlada entre 23 e 26°C e a umidade relativa do ar foi

de 60%, com exaustdo permanente de odores.

Inicialmente, as fémeas foram pesadas e colocadas em gaiolas
individuais e divididas em dois grupos, sendo 12 animais pertencentes ao
grupo DH e as 06 demais, ao grupo DC. Durante 15 dias o grupo de animais
da dieta hipoprotéica foi submetido a restricdo alimentar com o objetivo de
induzir a desnutricdo, e a dieta do grupo controle fornecida “ad libitum” . O
peso das ratas foi aferido a cada 05 dias e a ingestdo de alimentos a cada 03

dias.

O acasalamento foi realizado em seguida, na propor¢ao de trés fémeas

para cada macho, em gaiolas de aleitamento, durante 15 dias. Os animais



continuaram com as ragdes pré-estabelecidas, sem restricdo de agua e

alimento até o final do experimento.

Com o diagndéstico de prenhez, as ratas foram colocadas em gaiolas de
aleitamento individuais para o nascimento dos filhotes. No primeiro dia de
vida, dois filhotes de cada grupo foram retirados perfazendo um total de 10
animais por grupo e apo6s o sacrificio, a amostra foi submetida a determinacao
do parédmetro peso/estatura e analise histologica dos germes dentarios. Os
demais seguiram com as respectivas dietas durante a amamentagcdo e
crescimento até completarem 60 dias de vida. Apos esse periodo, um total de
80 animais sendo 40 pertencentes ao grupo DH e 40 ao grupo DC, foram
sacrificados e submetidos a determinacdo dos parametros peso/estatura e

analise dos componentes inorganicos dos elementos dentarios.

2.4 Analise histopatologica dos germes dentarios

Apds anestesia e sacrificio dos animais com éter etilico, os mesmos foram
submetidos a remogao da mandibula com auxilio de um bisturi e de uma pinca
clinica. A peca cirurgica foi entdo colocada em um frasco contendo formol a 10% e
levada para o Laboratério de Patologia da Faculdade de Odontologia da UFRN para
analise histopatolégica. Objetivando uma viséo longitudinal dos germes dentarios,
foi necessario o seccionamento da mandibula na altura dos incisivos inferiores. As
hemi-mandibulas foram entdo submetidas ao processamento histolégico de rotina,
com posterior coloracdo pelo método de Hematoxilina-Eosina (HE).As secgbes
histologicas foram analisadas através de microscopia Optica, utilizando-se

microscopio binocular com objetivas de 5, 10, 20 e 40 vezes de aumento.

Tomando-se por base os incisivos inferiores foram adotados escores
padronizados correspondendo as seguintes abordagens descritivas, de acordo com

as objetivas microscopicas utilizadas:



. Presenca dos incisivos inferiores
1 — Auséncia de ambos
2 — Presenca de apenas um

3 — Presenca de ambos

¢ Estagio da odontogénese em que se encontram os incisivos inferiores:
1 — Estagio de botao
2 — Estagio de capuz
3 — Estagio de campanula

4 — Estagio de aposicéao e calcificagao

¢ Presenca de estruturas pertencentes a morfologia do germe dentéario. Dentre
as estruturas pesquisadas temos: o epitélio interno do esmalte, o epitélio externo
do esmalte, a papila dentaria, os odontoblastos em palicada, os ameloblastos, a
pré-dentina , a dentina e o esmalte. Os escores foram padronizados da seguinte
forma:

1 — Auséncia da estrutura

2 — Presenca da estrutura

2.5 Avaliagao do estado nutricional dos animais

2.5.1 Avaliagdo dos parametros peso e estatura

De acordo com CUPPARI (2002), a antropometria € a medida do tamanho
corporal e de suas proporgdes. Trata-se de um dos indicadores diretos do estado
nutricional, sendo as medidas mais utilizadas na avaliagdo antropométrica o peso, a
estatura e a idade dos animais. No presente estudo, as medidas foram aferidas no
primeiro dia de vida, com um total de 10 animais por grupo, e no sexagésimo dia,

com 40 animais de cada grupo, perfazendo uma amostra total de 100 animais.

Os animais foram anestesiados com éter etilico e em seguida pesados, com

auxilio de uma balanca OHAUS. Para a medigdo da estatura foi utilizada uma fita



meétrica inelastica tomando-se como referéncia craniana o focinho e como referéncia

caudal a extremidade final da cauda do animal.

2.5.2 Coleta de Sangue

Sob anestesia com éter etilico , os animais foram submetidos a uma
incisdo abdominal e toracica, sendo o sangue coletado por pung¢do cardiaca
com seringas descartaveis. Apos a coagulagéo, o sangue foi centrifugado a 3000
rotagcbes por minuto (rpm) durante 10 minutos para a obtengdo do soro para

analises.

2.5.3 Proteinas totais

As proteinas séricas foram quantificadas através do Kit LABTEST®. Para tal
determinacgao, foram utilizados 0,01 mL de soro dos animais experimentais e 2mL do
reativo do Biureto. Ap6s homogeneizagao em agitador de tubos e 15 minutos de
repouso, as absorbancias foram determinadas em espectrofotbmetro a 545nm.
( HENRY, CANON, WINKELMAN,1974)

2.5.4 Albumina

Os niveis de albumina foram determinados através do Kit LABTEST®, em
aliquotas de 0,01mL de soro dos animais experimentais e controles nas quais foram
adicionadas 2,5mL do reagente de cor. Os tubos foram agitados e deixados em
repouso durante 15 minutos, sendo as absorbancias determinadas em
espectrofotdmetro a 630nm. ( HENRY, CANON, WINKELMAN, 1974)

2.5.5 Eletroforese de proteinas séricas
A eletroforese das proteinas séricas foi realizada seguindo o procedimento

utilizado por NAOUN, 1990 . As fitas de acetato de celulose foram mergulhadas em

tampéo Tris-Veronal sédico 0,05M, pH 8,6, durante 3 minutos; a fita umedecida foi



colocada entre papéis de filtro para retirar o excesso do tampao e, em seguida,
conectada a ponte da cuba de eletroforese, contendo o tampéao referido em
quantidade suficiente para cobrir os eletrodos e as extremidades da fita; as
amostras foram aplicadas a uma distancia de 1/3 da extremidade da fita proximo do
pblo negativo com o aplicador semimicro. A eletroforese foi realizada em corrente de
200 volts por um periodo de 35 minutos. Apos esse tempo, a fita foi retirada da cuba
e corada com Ponceau-S por, aproximadamente, 8 minutos. Em seguida, esta foi
retirada do corante e colocada em solugdo descorante de acido acético a 5%, até
que a fita descorasse totalmente, ficando as fragdes protéicas bem evidentes. A
seguir, essas fragbes foram desidratadas em metanol durante 1 minuto e apés esse
periodo a fita colocada em uma solugéo transparentizadora constituida por
metanol, acido acético e glicerina, nas propor¢des de 21,25: 3,50: 0,25 mL,
respectivamente, durante 2 minutos. A fita foi montada adequadamente em placa de
vidro, evitando a formacao de bolhas, e levada para a estufa a 60°C, para a sua
secagem e transparentizagcdo completa em aproximadamente 10 minutos. As

leituras das fragdes protéicas foram realizadas em densitdmetro.

2.6 Extracao das proteinas do figado

Apéds a exanguinagédo, os animais foram submetidos a remog¢éo do figado que
logo em seguida, foram pesados em balanca analitica e congelado a 0°C para
posterior analise. Um fragmento pesando 100mg foi removido do lobo posterior do
figado dos animais e foi macerado em um potter de Pirex com 2mL de hidréxido de
sodio 0,1N até a obtengcdo de um extrato homogéneo. Em seguida o volume foi
completado para 10mL com hidréxido de sédio 0,1N. A macerac3o foi realizada a 4°
C. A concentracdo de proteinas foi avaliada pelo método de LOWRY,
ROSENBROUGH, RANDALL (1951), utilizando-se albumina sérica bovina como

padrao.



2.7 Remocao dos elementos dentarios

Apds a conscientizagdo da morte do animal, foram realizadas as exodontias
dos incisivos inferiores. Para a realizacdo desta remoc¢ao foi necessario o uso de
cinzel e massa cirurgica. Inicialmente, o colo do dente foi marcado com lapis grafite
para a correta colocacdo do cinzel. Com a demarcacgéo do colo, o cinzel foi entdo
posicionado e com um toque da massa cirdrgica o elemento dentario foi removido,
como mostra as Figuras 2 e 3 Os dentes foram separados e acondicionados em
tubos plasticos de 2mL, devidamente etiquetados, contendo soro fisioldgico, para a

realizacéo das demais analises.



FIGURA 2 - Visao dos incisivos do animal antes da
remoc¢ao.

Figura 3 - Incisivos inferiores dos animais dos

grupos DC e DH respectivamente



2.8 Analise morfolégica dos elementos dentarios através da Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV)

Para a realizagao do estudo morfoldgico, foram separados 10 dentes de cada
grupo para serem analisados por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). As
amostras foram levadas ao Laboratério de Geofisica do Departamento de Geologia
da UFRN, onde foram colocadas em porta amostras cilindrico metalico cuja
dimensao é de 1mm de comprimento por 0,9mm de didmetro, fixados com o auxilio
de cola de prata (Silverprint 20). Cada amostra foi revestida por uma camada de
ouro de aproximadamente 350A para melhor visualizagdo e detalhamento das
estruturas analisadas. ( JOHNSON, 1996)

A observacdo foi inicialmente realizada com um aumento de 15 vezes,
considerando toda a extensdo do elemento dentario em questdo. A seguir foram
utilizados aumentos de 100 e 10.000 vezes percorrendo-se toda a regido, em busca
de detalhes existentes entre os tecidos dentarios. As fotomicrografias foram

arquivadas para posterior analise.

2.9 Andlise da composicao dos elementos dentarios através da Espectrometria por

Disperséo de Energia de Raios-X ( EDX)

Através do método EDX (JOHNSON, 1996), realizou-se microanalise quimica,
da ordem de um micrémetro cubico. O EDX apresenta detectores que sdo materiais
semicondutores, e possuem softwares matematicamente sofisticados, para o
processamento dos sinais de intensidade de raios-X. Os sinais utilizados na analise
quimica por EDX, sao gerados a partir da interacédo de um feixe de elétrons de alta
energia (20 Kv) com os elementos da superficie da amostra. A forma de saida dos
sinais pode ser representada tanto por um grafico de picos de intensidade, como por
um mapa de distribuicdo de cada elemento quimico na superficie da amostra. A
medida dos fétons de raios-X gerados envolve a sua conversao em cargas discretas
em um detector especifico. Como a geragédo dos fétons esta sujeita a flutuagdes

estatisticas o valor medido serad sempre uma média.



A grande vantagem desta técnica estd no fato de que a analise é
realizada a partir de um volume muito pequeno de material, e a partir dessa
amostra, que sera limitada pelo volume de interagcao do feixe de elétrons, a
composicao elementar podera ser determinada até limites da ordem de 0,1%
(100 ppm), o que corresponde a um limite de detec¢cao, que em termos de
massa, corresponde a ordem de 107'® a 107" CHINAGLIA (1998). Com base
nesta informagao pode-se avaliar a concentragcao de minerais que compoéem o
elemento dentario, de modo semi-quantitativo, cuja a quantificacdao da
porcentagem atomica do material inorganico foi expressa em graficos. No
presente estudo, foi realizado um levantamento dos principais minerais
presentes no esmalte e na dentina dos elementos dentarios extraidos dos

animais.

2.10 Determinacgédo da concentracao de calcio no elemento dentario

Foram utilizados neste estudo, dois grupos de 20 dentes cada. Os elementos
dentarios extraidos foram inicialmente pesados em balanca analitica e levados a
estufa para a eliminacdo da umidade presente nos dentes fazendo com que os
resultados obtidos fossem apenas do calcio presente nas amostras secas. Em
seguida, os elementos dentarios foram colocados em solugdo de 3mL de HCI 50%
durante 24 horas para total descalcificacdo.(OLWEILER, 1981)

Apds 24 horas, a solugao foi centrifugada em 3000 rpm por 10 minutos. Desta
solucéao foi retirada uma aliquota de 0,5mL que foi entao diluida a 250mL em agua
destilada. Para a anadlise da concentracdo de calcio, as amostras foram levadas ao
Laboratério de Quimica Analitica Quantitativa do Departamento de Quimica da
UFRN, onde foram submetidas a analise pelo Espectrofotdmetro de Absorgéo

Atémica. Foram utilizados padrdes de calcio nas concentragbes de 1, 2, 3, 4, 5 mg/L.



2.11 Determinagédo da concentracao de fésforo no elemento dentario

Neste estudo foram utilizados 20 elementos dentarios de cada grupo, que
sofreram total descalcificagdo, como os referidos na andlise da concentracdo de
calcio. Através do método preconizado por JAMES (1995) o fosforo foi determinado
como fosfato pelo método colorimetro do fosfomolibdato de vanadio, no qual o
fésforo presente como ortofosfato reage com o vanadato-molibdato produzindo um

complexo amarelo-laranja . A absorbancia foi determinada em 420nm.

2.12 Analise estatistica dos dados

Para verificar a presenca de alteragbes significativas entre os resultados dos
grupos estudados quanto a avaliacdo dos parametros peso/estatura, das proteinas
séricas e hepaticas, dosagem de calcio, fésforo e demais minerais foi utilizado o
teste-t de Student para dados n&do-pareados com nivel de 5% de significancia. Para
a analise de consumo de alimento e perda de peso,o teste utilizado foi o teste-t de
Student para dados pareados, com nivel de 5% de significancia. No tocante ao
estudo histopatolégico quanto aos escores padronizados foi utilizada a estatistica

descritiva para analise dos dados obtidos.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliar a influéncia da desnutricdo sobre a composi¢do dos tecidos
dentarios, foi desenvolvido um modelo experimental no qual foram administradas, a
ratos Wistar, uma dieta controle (DC) e uma dieta hipoprotéica (DH). Para tal, as
fémeas foram submetidas a um processo de desnutricdo seguindo-se de
acasalamento, gestacao, nascimento e lactacdo dos filhotes. No primeiro dia de
vida, 20 animais foram sacrificados para analise histopatolégica dos germes
dentarios e apds o ensaio bioldgico, realizado com os demais animais, os dentes
foram excisados e submetidos a uma série de analises dos componentes minerais
com o objetivo de uma possivel evidenciacdo das alteracbes decorrentes do

processo de diminuigdo do aporte protéico.

3.1 Consumo de alimentos

A quantidade de alimentos ingerida por cada grupo de animais utilizado
durante o ensaio biolégico, foi verificada a cada 3 dias, e o seu consumo foi
registrado como a média das ingestdes semanais, como mostra a FIGURA 4 . Os
animais submetidos a dieta hipoprotéica (DH) apresentaram uma maior ingestdo de
alimentos, 60,18%, quando comparado ao grupo submetido a dieta controle (DC),
43,50%. Estes dados, de acordo com o Teste t de Student, para amostras

dependentes, foram estatisticamente significantes apresentando p=0,0013.

Um aumento na ingestao de alimento do grupo DH foi observado na segunda
semana e em seguida uma diminui¢do na terceira semana. Esse aumento pode ser
explicado pelo fato da dieta DH conter apenas 4% de proteinas e essa diminuigéo
protéica pode ter levado o animal a uma maior ingestao na tentativa de compensar a
falta destes nutrientes. Com o passar do tempo, possivelmente, o organismo iniciou
um processo de adaptacao, exigindo como isso, um menor aporte protéico, o que
provocou uma menor ingestao da dieta por parte dos animais. Esse comportamento
alimentar também foi encontrado por WURTMAN (1983) em um estudo realizado

com ratos adultos, alimentados com ragdo isoenergética com diferentes



quantidades de proteinas e glicidios. Foi observado que os organismos dos animais
ajustavam o consumo de maneira que os aportes protéicos representavam uma
proporgéo constante dos aportes energéticos consumidos. ANDERSON et al. (1988)
e mais recentemente PASSOS et al. (2001) atribuem ao hipotalamo a
responsabilidade de ajuste do consumo alimentar. Estes autores relatam que a
modificagdo da concentragdo de substratos energéticos no plasma, induzida pela
alimentagéo, influencia a sintese de certos neurotransmissores no sistema nervoso
central. A serotonina é o neurotransmissor que tem a fun¢cdo melhor documentada;
De acordo com BASDEVANT, BARZIC, GUY-GRAND (1995) , além da sua agéo
sobre a saciedade, a serotonina parece ter uma fungdo no equilibrio glicidico-

protéico da alimentagao.
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FIGURA 4 - Valores médios e desvios-padrao na ingestao das dietas
dos grupos DH e DC no periodo de 3 semanas.



3.2 Perda de peso dos animais do grupo DH

Com base na FIGURA 5, podemos observar que no inicio do experimento as
fémeas apresentaram o peso médio de 222,62g + 15,15. Com o passar de trés
semanas ocorreu uma perda média de 14,32g + 0,35 do peso corporal entre os
animais analisados. Para corroborar com o diagnostico do processo de desnutrigéo,
antes e apoOs o periodo de trés semanas foram realizadas dosagens de proteinas
plasmatica de trés animais do grupo DH, e foi observada uma redu¢cao média nos

niveis da albumina de 2,80 g/dL + 0,3 para 2,71g/dL +.0,5.

"Pesoemg

FIGURA 5 — Média e desvio-padrao da perda de peso dos animais
do grupo DH no periodo de 3 semanas.



3.3 Avaliacdo do estado nutricional dos animais

3.3.1 Avaliagao dos parametros peso e altura dos animais no primeiro e

no sexagésimo dias de vida.

Analisando as FIGURAS 6, 7 e 8, pode-se observar uma discrepancia nos
valores referentes ao peso e a estatura dos animais tanto ao nascimento quanto na
sua fase adulta. Analisando-se o peso, aferido no primeiro dia de vida, vimos que
os filhotes oriundos dos animais do grupo DH nasceram com 6,0g + 0,86 enquanto
que os filhotes do grupo controle apresentaram 8,2g + 1,20, gerando uma diferenca
estatisticamente significante (p=0,0015) . Da mesma forma se apresentou a estatura:
0s animais desnutridos nasceram medindo 6,5cm + 0.46 enquanto que o controle
8,7cm + 0.45. Neste parametro, também foi encontrada diferenga estatisticamente

significante entre os grupo.( p=0,0008).

Os dados encontrados vém corroborar com os achados de autores como
WATERLOW, TOMKINS, McGREGOR (1992) que relatam que o crescimento
pondo-estatural ndo depende apenas da quantidade de proteinas e calorias
ingeridas, mas também da qualidade destas. Em estudos realizados por NUNES,
BATISTA E MICHELI (2002) foi encontrado que animais em fase de crescimento
alimentados com dieta hipoproteica e hipocalérica, apresentavam tamanho e peso

menores do que 0s animais do grupo controle.

Durante o periodo de lactagdo e desenvolvimento, observa-se nas FIGURAS
6, 7 e 8, que a dieta continuou influenciando no crescimento do animal, até o final do
experimento. Para a dieta DH , a média de peso para esses animais 80,6g +1,6 e
para os do grupo controle o valor encontrado foi de 166,14g +1.3 . Detivemos aqui
uma diferenca de 51,49% entre os grupos estudados. Em relacédo ao tamanho, a
diferenga entre os grupo foi de 43%, tendo em vista o grupo desnutrido apresentar
em média 28,0 cm = 0.8 e o grupo controle 35,10 cm + 0.93. Ambos paréametros

apresentaram diferenca estatisticamente significante com p=0.0050 para o peso e



p=0.0024 para a altura dos animais respectivamente. Autores como PLANAS,
MORTO e BOLLUFFER (1981), RAMUSSEN (1986), esclarecem que esta redugao
no crescimento e no peso pode depender tanto da produgcéo diminuida do leite
materno como de uma capacidade de absorgéo intestinal reduzida durante o
desenvolvimento dos filhotes. PASSOS et al (2000), demonstraram que o leite de
ratas submetidas a desnutricdo protéica durante a lactagcdo apresenta menor
concentracéo de proteinas, enquanto o das ratas submetidas a restricdo energética
apresenta maior concentragdo de proteinas e lipidios em comparagdo ao das ratas

com alimentag&o normal.

Pesquisadores como MOURA et al (1996), RAMOS, et al (1997) e PASSOS,
et al (2000), mostraram que a restricao protéica em ratas lactantes pode levar a
alteracdes metabdlicas e fisiologicas na prole que podem ser permanentes. Estes
estudos reforcam o conceito de imprinting metabdlico que se traduz por uma
alteracao permanente de uma determinada funcdo, conseqiente a algum evento
ocorrido em um periodo critico nos primeiro dias de vida. (WATERLAND & GAZA,
1999).

FIGURA 6 — Diferenga de tamanho dos animais apés 60 dias de
experimento.
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FIGURA 7- Média e desvio-padrao do peso ( g) dos animais dos
grupos DC e DH no primeiro e sexagésimo dia de vida.
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FIGURA 8- — Média e desvio-padrao da estatura (mm) dos animais dos
grupos DC e DH no primeiro e sexagésimo dia de vida.



3.3.2 Avaliagao dos parametros bioquimicos

Para a avaliacdo dos efeitos da dieta DH sobre alguns parametros
bioquimicos, foram determinadas as concentracbes séricas de proteinas totais e
albumina. Através de eletroforese em fitas de acetato celulose, foi realizada a
separacao e quantificacdo das fragdes protéicas presentes no plasma. A Tabela 3
mostra as médias das concentragbes encontradas assim como seus respectivos
desvios-padrao. De acordo com HEARD et al. (1975); REEDS, LADITAN (1976);
COWARD, LUNN, (1981), a avaliagdo bioquimica realizada através da determinacgéo
dos niveis séricos de proteinas totais, albumina e globulinas foi considerada um dos

meios para o diagnostico da desnutrigéo.

TABELA 3

Determinagao das proteinas totais, albumina e globulinas nos
grupos DHe DC.

Parametros

Proteinas Totais 5.74 £ 0.10 5.58 £ 0.05
Séricas
Albumina 2.77 £0.22 2.83+0.19
a1-globulina 0.88 + 0.09 0.96 + 0.10
a2-globulina 0.31+£0.10 0.32 +£ 0.04
B-globulina 1.07 £ 0.22 0.96 +0.20
y-globulina 0.71 +£0.31 0.51 £0.15

Valores médios + desvio padréo, determinados em grupos de 20 animais para 0s grupos
DH e DC.



Analisando a Tabela 3 , podemos observar que as concentragdes protéicas
encontradas no grupo dos animais alimentados com a dieta DH foram de 5,74g/dL
+ 0,10 para as proteinas totais e 2,77g/dL + 0,22 para a fragcdo albuminica enquanto
que para o grupo DC obtivemos 5,58g/dL + 0.05 e 2,80g/dL + 0,19,
respectivamente, sendo verificada uma diferenca significativa ( p=0,0035) entre os

grupos, apenas entre os valores das proteinas totais.

Observou-se que o grupo DH apresentou valores mais elevados para as
proteinas totais (5,74g/dL + 0,10 ) em relagao ao controle ( 5,58g/dL + 0,05) .Este
fato pode ser explicado pelo aumento nos valores das fragbes y-globulina 0,71g/dL
+ 0,31 e B-globulina 1,07g/dL + 0,22, sendo que apenas a fracdo y-globulina
apresentou diferenca estatisticamente significante ( p=0,0001)quando comparada ao
grupo DC. Em relagédo as fragcdes a-globulinas , apenas a a-globulina 1 mostrou
diferenca significativa (p=0,0024) , sendo evidenciado seu valor diminuido no grupo
DH.

De acordo com RAVEL (1995) e JOHNSON (2001) a diminuigdo nos niveis
de albumina, globulinas a-1 e a-2 e [(-globulina é sugestivo de situagcbes como
inflamacao aguda ou crénica, doenga hepatica, lesao tubular e desnutricdo protéica.
Apesar desses achados serem padronizados para humanos, podemos observar que
no presente estudo, os valores de albumina e globulina a-1 mostraram-se reduzidos

significativamente.

Trabalhos desenvolvidos por diversos pesquisadores, sobre o fracionamento
das proteinas plasmaticas de animais com deplecéo protéica, mostraram que a
fracdo albuminica é marcadamente diminuida enquanto as globulinas podem ser
ou nédo reduzidas. Segundo KEEN et al. (1981); BURNS, DESAI, COHEN (1997), foi
demonstrado que a fragdo y-globulina encontra-se reduzida em animais com
deplecéo protéica, fato este, ndo comprovado no presente estudo, em que a fragéo
y-globulina apresentou-se mais elevada nos animais do grupo DH do que nos do

grupo DC.



Com base nas medi¢cbes peso e altura e dos achados sanguineos podemos
sugerir que foi induzida nos animais experimentais uma desnutricdo do tipo
marasmatica, em que o animal do grupo DH apresentou déficit no peso e na estatura
porém, na dosagem protéica, houve uma discreta redug¢ao nos niveis de albumina e

a-globulina 1.

3.3.3 Avaliacao da concentragao protéica hepatica dos animais

Com a andlise da concentragdo protéica do lobo posterior do figado dos
animais experimentais podemos observar que os do grupo DH apresentaram o valor
de 14.58 g/dL + 2.04 e o grupo DC, 13.96 g/dL + 1.8. Nao sendo observado |,

portanto, diferenca significativa .

Esses resultados vém confirmar os achados clinicos e laboratoriais da
desnutricdo marasmatica, em que o animal com a deplecéo protéico-energética se
apresenta anatomicamente menor , mas mantém fisiologicamente as mesmas
caracteristicas de um animal nutrido. Segundo KALHAN (2000), em seus estudos
sobre o metabolismo protéico na gravidez, o que ocorre &€ uma tentativa de
compensagao por parte do organismo para suprir as necessidades de proteinas e

calorias , promovendo uma adaptagdao metabdlica generalizada.



3.4 Analise histopatolégica dos germes dos elementos dentarios

Para cada animal estudado foram realizadas trés laminas histolégicas
perfazendo um total de 60 laminas da regido mandibular correspondente a
localizagéo dos incisivos. Apos a avaliagao histopatoldégica podemos observar que
100% dos animais estudados apresentaram os incisivos inferiores e que 90% destes
elementos dentarios encontravam-se no estagio de aposigéo e calcificagéo intensa,
caracterizando um dos estagios mais avangados da odontogénese. Ap6s este
estagio segue-se o processo de erupgao dentaria. Os 10% restantes encontravam-
se em uma fase inicial de calcificacdo em que apenas foram observados os
odontoblastos em palicada sem, no entanto, a presenca da pré-dentina. FIGURAS
9,10,11e 12.

Dentre as estruturas pesquisadas, pertencentes a morfologia do germe
dentario foi encontrado em 100% dos animais de ambos os grupos, o epitélio
interno do esmalte, o epitélio externo do esmalte, a papila dentaria, os odontoblastos
em palicada e os ameloblastos. A presenca da pré-dentina foi observada em 90%
dos animais estudados, ja as estruturas como dentina e esmalte foram encontradas
em 60% dos animais analisados tanto do grupo DH como DC. Com base nos
achados, pode-se constatar que nado existe diferenca estatistica entre os animais
dos grupos DH e DC, no que tange aos achados histopatoldgicos, como
evidenciados nas FIGURAS 9,10,11,12.



FIGURA 9- Germe dentario do grupo DH. (AME- ameloblastos;
ODO- odontoblastos; PD-Polpa dentaria) (H&EX 40)

FIGURA 10- Germe dentario do grupo DC. (EEE- Epitélio
externo do esmalte; EIE- Epitélio interno do
esmalte; PD-Polpa dentaria).( H&E X 40)



FIGURA 11- Jungdo amelodentinaria dos dentes do grupo DH.
(AME- ameloblastos; ESM- esmalte; DEN- dentina;
PDT- pré-dentina) . (H&E X 100)

FIGURA 12- Jungdo amelodentinaria dos dentes do grupo DC.
(AME- ameloblastos; ESM- esmalte; DEN- dentina;
PDT- pré-dentina) .( H&E X 100 )



3.5 Dosagem de Célcio e Fésforo nos elementos dentarios

No que se refere as concentracdes de calcio e fésforo na estrutura dentéria,
temos que tanto o primeiro quanto o segundo elemento estd em menor quantidade
no grupo DH. A concentragdo de calcio do grupo DH (10,73mg/dL+ 0,53) é
significativamente menor que no grupo DC (13,75mg/dL + 0,75), ( p=0,0035) como
mostra a Tabela 4. No tocante ao fésforo temos que para o grupo DH temos uma
concentracdo de 3,74mg/dL +0,22 e para o grupo DC, a concentracdo é de
5,49mg/dL+0,19. Estes resultados foram considerados estatisticamente significantes,
(p=0,0003).

Autores como LOZUPONE, FAVIA (1989), encontraram resultados
semelhantes em relagcdo ao calcio, mas nao observaram diferenca significativa em
relacdo ao fésforo. Em estudos realizados sobre microdureza do esmalte e sua
relacdo com a dieta deficiente em célcio e proteinas, LOZUPONE, FAVIA (1988),
concluiram que os dentes apresentavam menor quantidade desse mineral e uma
fragilidade acentuada em relagdo ao grupo que apresentavam uma dieta com teores

de calcio e proteinas normalizados.

Um outro fator importante a ser observado, é que o inicio da odontogénese
ocorre durante a fase intrauterina e que o metabolismo da mae esta todo voltado
para suprir as necessidades dos fetos em desenvolvimento. Grande parte do calcio e
do foésforo necessarios para a fase de calcificagdo sdo provenientes do metabolismo
materno, que apesar de nao estar deficiente em calcio, apresenta déficit em
proteinas e calorias. A instalacdo de um disturbio metabdlico associado a tentativa
do organismos materno em suprir as necessidades suas e do filhote é que pode ser
a explicacdo para uma concentracdo menor de calcio e fésforo encontrada no
presente estudo. CZAJKA-NARINS (1994) evidencia que para uma perfeita absorcao
do calcio da dieta se faz necessario, além de outros fatores, uma ingestao adequada

de proteinas e gorduras.



TABELA 4

Concentragao de calcio e fosforo nos elementos dentarios dos animais dos grupos DH e DC.

Parametros

Calcio 10,73 £ 0,53 13,75+ 0,75

Fésforo 3,74 + 0,22 5,49+ 0,19

Valores médios + desvio padréo, determinados em grupos de 20 animais para 0s grupos
DH e DC.

3.6 Concentragao de minerais do esmalte dentario pelo método EDX .

A Tabela 5, relaciona os minerais, suas concentracbes médias e seus
desvios-padréo, encontrados através da espectrometria por dispersao de energia de
raio-X das areas marcadas com um quadrado no esmalte e na dentina de ambos os

grupos, como mostra as FIGURAS 13 e 14.

Pode-se observar que em relagdo ao esmalte, temos que todos os minerais,
exceto o Cl e o K, apresentaram uma concentragdo significantemente elevada no
grupo DH. O cloro e o potassio se comportaram de maneira inversa. No tocante a
dentina , observou-se que apenas o Zn esteve com sua concentragao superior no
grupo DH e que os demais minerais apresentaram valores inferiores ao grupo DC.

Podemos evidenciar, melhor essas diferencas nos ANEXOS A,B,C e D.

ARANHA (1995), em seus estudos sobre a composi¢cdo bioquimica do
elemento dentario relata que a concentragdo mineral pode sofrer altera¢des durante
periodo de baixa imunidade, desnutricdo e uso de antibiéticos que venham a
acontecer no periodo de formagao dentaria. No entanto o autor ndo relaciona quais

minerais podem estar diminuidos ou aumentados nos quadros de desequilibrio.



TABELA 5
Relacdo das concentragoes médias dos minerais encontrados no esmalte e na

dentina dos animais dos grupos DH e DC através do método do EDX

Cc 0.16 £ 0,5 0.21%0,01 0.2610,03 0.3410,02
F 1.25%0,6 1.35%0,2 1.62+0,04 1.8810,4
Na 2.021 0,8 2.07%0,09 2.2710,4 3.09%0,8
Mg 1.02% 0,01 1.07£0,08 1.75%0,2 2.6510,5
Al 1.02£ 0,6 0.75%0,01 1.000,1 1.11£0,04
P 21.43%0,02 | 22.52+0,4 19.76x0,8 21.8710,4
Cl 0.91% 0,01 0.6410,04 0.5410,01 1.03%£ 0,2
K 0.5810,4 0.350,01 0.37+0,03 0.83+0,03
Ca 37.13%0,2 40.11%0,8 31.26%0,2 37.03%0,8
Zn 0.59+£ 0,03 | 0.78%0,01 0.63+0,04 0.32+0,01

* Oxigénio completa os 100%



FIGURA 13- Regides correspondentes no esmalte e na dentina
onde foram determinados e quantificados os
minerais do grupo DH pelo método do EDX.

FIGURA 14- Regides correspondentes no esmalte € na

dentina onde foram determinados e quantificados
os minerais do grupo DC pelo método do EDX.



3.7 Andlise da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Foram realizados estudos morfolégicos em 10 dentes de cada grupo. O
estudo objetivou analisar o aspecto geral do elemento dentario, bem como verificar a
presenca de microfendas, o tamanho destas microfendas, a espessura do esmalte e
dentina e a superficie dessa dentina.

3.7.1 Analise quanto ao aspecto geral do elemento dentario.

Durante o estudo, foi tomado todo o cuidado para que o elemento dentario
nao sofresse nenhum tipo de trauma ou injuria, tanto é que para analise do aspecto
geral, os dentes foram removidos do ependorf pela base utilizando-se uma pinga e

foram cuidadosamente secos com um papel absorvente extra-fino.

Como mostram as FIGURAS 15 e 16, foi observado uma maior quantidade de
microfendas nos dentes dos animais do grupo DC e em relagdo a bordas dentarias,
foram detectadas irregularidades no contorno dos dentes dos animais do grupo DH.

Essas irregularidades deixaram os elementos dentarios com um aspecto quebradico.

O presencga das microfendas podem ser explicadas pelo habito alimentar dos
animais, que roem os pelets de racao e esses movimentos podem provocar ranhuras
e até mesmo as microfendas. Outro fator € que com o passar do tempo, os dentes
dos ratos ndo cessam o crescimento como acontece com os dentes humanos.
(IRVING, 1957; FERGUNSON e HARTLES, 1966; RASMUSSEM, 1977) . De acordo
com SMITH e WARSHAWASKI (1975), a velocidade de crescimento é de 631
micrémetros por dia em um rato macho pesando 100g. A produgé&o de dentina e
esmalte continua durante toda a vida do animal e essa constante renovagao faz com
que os prismas de esmalte presentes na extremidade sejam continuamente
substituidos o que pode, associado ao atrito com o alimento, provocar as

microfendas observadas. No entanto n&o foi possivel explicar o porque dos dentes



do grupo DC apresentarem topograficamete mais microfendas dos que o grupo

hipoprotéico.

Em relagcdo ao contorno irregular dos incisivos do grupo DH, pode ser
explicado tomando-se por base os achados anteriores. Foi detectado que os animais
do grupo DH apresentaram menor concentracdo de calcio e fésforo quando
comparado ao grupo DC, além do que outros minerais apresentaram concentragoes
menores nesse grupo. E relevante ressaltar os estudos realizados por LOZUPONE,
FAVIA (1989) sobre a microdureza do esmalte, em que foi comprovado que os
animais quando submetidos a uma dieta com redugdo nos niveis de calcio e
proteinas apresentaram a mineralizacdo do esmalte e da dentina reduzidos. No
entanto, FERGUNSON e HARTLES (1966), relataram que n&o foi encontrado
diferenca significativa no grau de mineralizacdo da dentina e do esmalte em animais

submetidos a dieta com menor teor de calcio e proteinas.

3.7.2 Tamanho das fendas encontradas

Apesar dos resultados anteriores sobre uma maior quantidade de microfendas
nos dentes dos animais do grupo DC, podemos observar que as médias das
larguras das microfendas encontradas no grupo DH e DC sao respectivamente,
369,66 nmz 3,45 e 174nm+5,72.(FIGURAS 17e 18). Com isso, vimos que apesar do
menor numero de microfendas encontradas no grupo DH, estas apresentam mais

que o dobro da espessura das microfendas do grupo DC.
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FIGURA 15 — Microscopia Eletrénica de Varredura da
borda incisal do incisivo inferior do grupo DH.
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FIGURA 16 — Microscopia Eletronica de varredura da
borda incisal do incisivo inferior do grupo DC.
157x.



FIGURA 17 — Microscopia Eletrénica de Varredura
evidenciando as microfendas encontradas
no grupo DH (10073x).
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FIGURA 18- Microscopia Eletrénica de Varredura

evidenciando as microfendas encontradas
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3.7.3 Medicao da espessura do esmalte e da dentina

Conforme mostrado nas FIGURAS 19 e 20, podemos observar que em
relacdo a espessura média do esmalte , o grupo DH apresentou (65,1um+0,8)
portanto uma menor espessura em relagao do grupo DC ( 79,7um £1,5) e 0 mesmo
aconteceu com a avaliagdo da espessura da dentina, onde foi obtido os valores
médios de 33,4 um=0,7 ( p=0,002) para o grupo DH e 44,6 umz 1,2 (p=0,005) para
o grupo DC. Ambas medicdes apresentaram diferencga significativa entre os grupos

estudados.

3.7.4 Analise da superficie da dentina.

Para finalizar o estudo morfolégico dos elementos dentarios dos animais
estudados, através do MEV, foi realizado uma varredura na superficie da dentina
dos grupos DH e DC. A finalidade foi de pesquisar o trajeto dos tubulos e sua
conformagdo. De acordo com as FIGURAS 21 e 22 podemos observar que o
namero de tubulos presentes na superficie da dentina do grupo DH é bem menor e
mais espacgado do que o do grupo DC. Observa-se também uma distribuicdo mais
linear no grupo DC quando comparado a aleatoriedade em que 0s poros se abrem
no grupo DH. Sugere-se que neste ultimo grupo deva existir um menor grau de
organizagédo no percurso dos tubulos dentinarios. N&o se sabe até que ponto a
alteracao no aporte protéico e energético pode influenciar a trajetéria e conformacgéo

destes tubulos.

Através das analises realizadas, ficou constatado que foi desenvolvido entre
os animais do grupo DH, uma desnutricdo marasmatica e que esta condi¢cdo pode
provocar alteragdes na composi¢cdo mineral e na morfologia do elemento dentario. A
presenca de fendas profundas e diminuigdo dos componentes minerais, neste grupo,
pode deixar o meio propicio a fraturas no elemento dentario assim como ao

desenvolvimento da carie dentaria.
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FIGURA 19- Microscopia Eletrénica de Varredura. Analise
das espessuras do esmalte e da dentina do
grupo DH (163x).

FIGURA 20- Microscopia Eletrénica de Varredura. Analise
das espessuras do esmalte e da dentina do
grupo DC (163x).
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FIGURA 21- Microscopia Eletronica de Varredura. Analise
da superficie da dentina nos animais do
grupo DH. (2612x)
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FIGURA 22— Microscopia Eletronica de Varredura.
Analise da superficie da dentina nos
animais do grupo DC ( 2612x)



4. CONCLUSAO

v" O grupo DH apresentou significativamente diminuidos os parametros peso

e estatura, tanto no primeiro dia de vida quanto no sexagésimo.

v" O grupo DH apresentou uma concentragdo significativamente menor de

proteinas séricas totais, exceto para a y-globulina.

v' Quanto a andlise histologica dos germes dentarios, ndo houve diferenga

significativa entre os grupos estudados

v' Dentre os componentes inorganicos, observou-se uma diminui¢cdo
significativa nos niveis de calcio e fosforo na coroa dos elementos

dentarios do grupo DH.

v' Em relacdo ao estudo dos minerais presentes no esmalte e dentina
desses animais, observamos uma redug¢ao nos niveis de C,F, Na, Mg, e Al

para ambos tecidos, nos animais do grupo DH.

v" No tocante as alteragdes morfolégicas temos que os dentes dos animais
do grupo DH apresentaram bordas quebradicas e de contornos
irregulares. O grupo DC apresentou um numero maior de microfendas na
superficie vestibular, no entanto, o grupo DH apresentou microfendas com

o dobro da largura das do grupo DC.

v Em relagédo a espessura do esmalte e da dentina, o grupo DH mostrou
valores significantemente reduzidos em relagdo ao grupo DC. Em se
tratando do trajeto e organizagéo dos tubulos dentinarios observou-se que
o grupo DC apresentou uma maior concentragéo topografica de tubulos e

uma distribuicdo melhor organizada quando comparado ao grupo DH.



v' A dieta hipoprotéica, utilizada neste estudo, pode levar a alteragées nos
tecidos dentarios, principalmente aqueles que apresentam o componente

mineral como seu fundamental constituinte — o esmalte e a dentina.

v' Com base nos achados deste estudo pode-se sugerir que foi desenvolvida

uma desnutrigdo marasmatica nos animais do grupo DH.
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Grafico do EDX mostrando os minerais encontrados

no esmalte dos animais do grupo DH.
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Grafico do EDX mostrando os minerais encontrados
no esmalte dos animais do grupo DC.
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