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Resumo

A obesidade € um problema de salde publica que gera alguns distarbios no
funcionamento normal do organismo assim como pode contribuir para o surgimento
de outras doencas. Dessa forma, o presente estudo objetivou avaliar o conteudo
mineral da hemimandibula, esmalte, e dentina dos dentes incisivos de ratos nas
primieras geracdes do modelo de programacdo metabdlica. Apés a coleta das
hemimandibulas, estas foram submetidas a alguns procedimentos como, a obtencao
de fragmentos (cortes), para posterior andlise no microscopio eletrébnico de
varredura (MEV), o qual quantificou os elementos carbono (C), oxigénio (O), fltor
(F), sodio (Na), magnésio (Mg), fésforo (P), Potassio (K) e célcio (Ca). A andlise dos
resultados demonstrou maior significAncia dos elementos P e Ca entre 0s grupos
analisados. O grupo geracao 1(G1) apresentou maior quantidade de P e Ca em 0Sso
e dentina que o grupo controle, assim como na andlise de peso das mandibulas a
G1 apresentou maior peso que o controle. Portanto, ha indicios de que o modelo de
reducdo de ninhadas e cruzamento entre irmaos possa apresentar tendéncia a ter
uma maior deposi¢céo de mineral em 0sso e dentina que animais controles.

Introducéo

A obesidade é caracterizada como uma patologia de origem multifatorial, a partir
dela problemas como diabetes, doencgas cardiovasculares e arteriosclerose podem
surgir. Diante disso a obesidade é atualmente alvo de muitas pesquisas cientificas
na area biomédica. Estudar os mecanismos fisiol6gicos e celulares da obesidade em
modelos experimentais € importante para entender como a doenca se desenvolve e
suas consequéncias no equilibrio do organismo. Dessa forma, o presente estudo
objetivou avaliar o conteido mineral da hemimandibula, esmalte, e dentina dos
dentes incisivos de ratos utilizando duas estratégias ao mesmo tempo. Uma se
refere a reducédo do numero de animais para 4 disponibilizando maior quantidade de
alimento na fase de amamentacdo e a outro se refere ao cruzamento em cada
geracdo reduzida entre machos e fémeas da mesma geracdo. Nesse modelo de
inducdo da obesidade se acredita que ocorre um acumulo da memoria celular de
uma determinada caracteristica perpetuando-se através das geracfes e que em
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algum momento a mesma podera ser incorporada na genética do animal através de
mecanismos epigenéticos. A proposta do projeto foi iniciar a criacdo e manutencgao
permanente de uma linhagem de ratos de laboratdrio sob o imprint metabdlico
direcionado ao fendtipo de obesidade, reduzindo o numero de filhotes por ninhada.
Foram analisados parametros fisiologicos e morfolégicos ao longo das geracdes.
Neste projeto o objetivo foi quantificar os elementos constituintes do 0sso, esmalte e
dentina, através de analise em Microscopio eletrénico de varredura.

Materiais e Métodos

Acasalamento e obtencéo dos grupos Controle, GF, G1, G2 e G3: 10 ratos machos
e 10 fémeas ndo consanguineos da linhagem Wistar, produzidos no biotério da
UEPG foram mantidos sob condi¢cdes de temperatura, luminosidade, alimentacao e
dgua normais. Quando atingiram a idade adulta, 250g, esses animais foram
acasalados na proporcdo de 1 macho para 3 fémeas. Apenas os filhotes da segunda
ninhada foram selecionados para o inicio do experimento de programacao
metabdlica. No terceiro dia apds o nascimento, cada ninhada foi reduzida para o
ndmero de 4 animais, dois machos e duas fémeas. Esses filhotes foram
denominados de geracdo formadora (GF). Nos animais controles (C) 3 ninhadas
foram mantidas com 8 filhotes independente do sexo. Apds completarem 250 ¢
machos e fémeas, irmaos de cada ninhada da GF, foram acasalados para produzir a
primeira geragdo denominada de G1. Esses animais permaneceram com a mée até
a fase de desmame, aos 21 dias, quando foram separados por sexo. Quando
atingiram 90 dias machos de cada ninhada G1 foram acasalados com fémeas G1
da mesma ninhada, ou seja, as fémeas foram acasaladas com seus irmédos machos
caracterizando os cruzamentos "inbred" gerando uma nova ninhada G2. Os filhotes
foram reduzidos novamente, e acasalados ao atingir a idade adulta e assim
sucessivamente até atingir a 3a geracdo (G3). Apés reproduzirem-se, machos e
fémeas genitores de cada geracdo foram anestesiados com halotano e apés serem
sacrificados tiveram seus materiais biolégicos coletados, para analises bioquimicas.
Neste plano as hemimandibulas foram o material de estudo.

Procedimentos gerais para coleta de material: quinze dias ap6és o desmame
dos filhotes, os machos e fémeas paternos foram mortos para a coleta de diferentes
orgédos incluindo as mandibulas. Para isso, os animais foram pesados, anestesiados
com halotano e sacrificados por deslocamento cervical e as hemimandibulas foram
coletadas.

Processamento das mandibulas: Apds serem coletadas, as mandibulas foram
separadas em hemimandibulas direita e esquerda de todos os grupos C, GF, G1,
G2, G3 e G4 foram limpas, fixadas em formol 10% por 2 dias, lavadas em agua
corrente por 2 horas, e armazenadas em alcool 70% por uma semana, apos isso é
feita remocao de resquicios de tecido mole e sdo colocadas para secar em estufa a
37°C por 3 dias.

Procedimentos para andlise em microscopio eletrébnico de varredura (MEV):
para estarem aptas a analise do MEV para a obtencdo da composi¢cdo mineral do
esmalte e dentina do dente incisivo e do osso mandibular. Para o estudo foram
submetidas a andlise do MEV 3 hemimandibulas direitas do grupo controle (C), G1,
G2 e G3 de macho e fémeas. Primeiramente estas foram cortadas em sentido
transversal em relacdo ao dente incisivo, usando um instrumento de corte de
precisdo Isomet 1000, o qual conta com uma lamina de corte diamantado de
178mm. Foram realizados 4 fragmentos de 1 mm na regido de molares, abrangendo



também o incisivo localizado abaixo dos molares. Dos 4 fragmentos de cada
hemimandibula apenas 1 fragmento de cada animal foi selecionado para analise do
MEV. Todos os selecionados foram limpos em cuba ultrassonica (duas lavagens em
agua durante 480 segundos cada lavagem, seguido de enxague) e condicionados
em trés tempos de acido nitrico a 0,1% durante dez (10) segundos, intercalados em
banhos de agua de dez (10) segundos. Os procedimentos de condicionamento acido
foram realizados no interior de uma capela de exaustao de gases. Sequencialmente
0s espécimes foram submetidos a um processo de secagem em estufa durante 48
horas, com o objetivo de favorecer a deposi¢cdo subsequente da camada de ouro.
Depois da secagem, os corpos-de-prova foram fixados em suportes para MEV com
auxilio de uma fita adesiva dupla-face de carbono e a cobertura com ouro foi
realizada em aparelho de metalizacdo a vacuo. Apés a metalizacdo o material foi
submetido a andlise do MEV que quantificou os elementos carbono (C), oxigénio
(O), flaor (F), sodio (Na), magnésio (Mg), fésforo (P), Potassio (K) e célcio (Ca).

Resultados e Discussao

A Anadlise microscoOpica eletrdnica de varredura proporcionou quantitativamente a
porcentagem dos elementos ja descritos, na regido de dentina, esmalte e 0sso. A
partir disso, obteve-se maior significancia nos elementos célcio (Ca) e fésforo (P).
Apesar do planejado, devido a problemas técnicos, apenas as fémeas dos grupos
controle e geracdo 1(G1) foram analisadas, seguem os resultados:

Na dentina do incisivo, G1 apresentou maior quantidade de Ca e P em
relacdo ao controle sendo (14,48 + 0,8707 e 13,02 + 0,3478) respectivamente. Os
valores para o Ca foram, 29,88 + 0,7607 e 27,43 + 0,1234.

No osso, G1 apresentou maior quantidade de Ca e P em relagdo ao controle
sendo, 12,41 + 1,421 e 12,36 + 1,108. Os valores para o Ca foram, em G1 28,99 +
2,208 e no controle 27,72 + 2,068.

No esmalte do incisivo, o controle apresentou maior quantidade de Ca e P em
relagdo a G1, sendo 14,08 + 2,884 e 17,62 + 0,1250. Os valores para o Ca foram,
em G1 30,84 £ 5,426 e no controle 37,77 £ 0,2113.

Na andlise do peso das hemimandibulas desses grupos obteve-se o0 peso do
controle 0,3576 + 0,02071 e da G1 0,3894 *+ 0,05122. Ou seja a G1 apresentou
maior peso em relacdo ao controle. Em uma andlise paralela a quantificacdo dos
elementos analisados, fica evidente a relacdo de maior quantidade de Ca e P em
dentina e osso na G1 com seu maior peso em relagédo ao controle que possui menor
guantidade desses elementos em dentina e 0sso e menor peso total na
hemimandibula.

Conclusodes

Devido aos resultados ja mencionados, € perceptivel uma relacdo diretamente
proporcional da composicdo mineral de dentina e 0sso maior no grupo G1,
principalmente nos elementos P e Ca em comparacéo ao controle, podendo isso ter
afetado o peso das mandibulas desse grupo que foi maior que o controle. Outro
ponto importante € que os individuos ja na primeira geracdo dos submetidos ao
imprint metabolico apresentaram alteracdes importantes, indicando uma tendéncia a
maior deposicdo de matéria inorganica na matriz 6ssea e dentinaria.
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