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Pascon, T. Impacto do exercicio de natacdo em rata prenhe no
desenvolvimento do esmalte, microdureza e volume dos dentes da
ninhada. 2023. 141f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Brasil.

Introducéo: 1) Durante o desenvolvimento intrauterino o feto € vulneravel
a diversos fatores, principalmente por via materna. O esmalte dentario é
considerado um marcador bioldgico sensivel para algumas condi¢des, é um
tecido sem células vivas e ndo pode ser reparado depois de danificado. Os
defeitos de desenvolvimento do esmalte (DDE) podem sugerir a associacao
com fatores sistémicos ou locais e programacao fetal. Portanto, este estudo
teve como objetivo projetar e desenvolver o diagrama com a cronologia do
desenvolvimento do esmalte dentério (DED) para possibilitar a investigacao
dos fatores de risco intrauterinos e repercussdes da programacao fetal da
DDE com base no conceitual do Diamater Study Group. 2) Estudos
epidemiologicos e em modelos animais mostraram que a hiperglicemia
altera o processo de desenvolvimento do dente, afetando a erupcéo e a
mineralizacdo do dente e isso inclui o desenvolvimento do esmalte do
dente. Ressalta-se que a organizacao do esmalte, dentina, cemento e polpa
dentaria € comum tanto para humanos quanto para roedores. O Diabetes
Mellitus Gestacional (DMG) foi associado a efeitos adversos do DDE na
prole. Identificar fatores associados a alteragbes no esmalte do
descendente, bem como desenvolver estudos com propostas de
intervencdo, para que medidas preventivas e terapéuticas possam ser
investigadas e adotadas no futuro a fim de minimizar as consequéncias
negativas do DMG no desenvolvimento do esmalte dentario. O objetivo
deste estudo foi analisar o impacto do exercicio de natacdo de ratas
gravidas no desenvolvimento do esmalte, microdureza e volume dos dentes

dos filhotes. Métodos e Resultados: 1) O “diagrama conceitual do DED



Diamater” foi desenvolvido considerando a cronologia de formacdo do
esmalte na denticdo decidua e permanente com inicio na vida intrauterina.
Os dentes foram diferenciados por grupo de dentes, tipo de denticéo e por
porcentagem de formacédo de esmalte dentario por superficie do dente. Os
periodos do inicio até a formacao completa do esmalte foram considerados
e relacionados com o periodo intrauterino, nascimento e pés-natal. 2) Para
induzir o modelo de ratos, fémeas Wistar recém-nascidas receberam no
primeiro dia de vida injecdo subcutanea de STZ (Sigma®). Ratos nao
diabéticos receberam injecédo subcutanea de tampao citrato. Todas as ratas
recém-nascidas foram mantidas com suas maes até o final do periodo de
lactacdo (21 dias). Apés este periodo, as ratas maes foram eutanasiadas
por injecdo de tiopental sédico (Thiopentax® - 80 mg/kg). Os recém-
nascidos do sexo feminino foram mantidos até a idade adulta. O protocolo
de exercicio de natacao foi baseado em estudos anteriores e considerado
um protocolo de exercicio de intensidade moderada. A primeira sesséo de
treino iniciou com 20 minutos, aumentando progressivamente 10
minutos/dia até 60 minutos. As ratas sedentarias foram expostas a agua
diariamente por 15 minutos, a uma profundidade de 10 cm na temperatura
da &gua 31+1°C por 6 dias/semana, do dia 0 até o dia 20 gestacional,
visando ndo promover adaptacdes fisiologicas a partir da pratica de
exercicios. Todos os ratos recém-nascidos foram mantidos com suas maes
até o final do periodo de lactacdo (21 dias). Para este estudo foram
utilizados os dentes da prole: foram extraidos quatro incisivos de cada
animal de cada grupo (dentes incisivos superiores e inferiores). Todas as
amostras foram identificadas e armazenadas em formaldeido 10%. Para
avaliar o volume do esmalte, todos os dentes foram escaneados em um
sistema de micro-CT. Para a avaliagdo da microestrutura, as amostras
foram avaliadas por meio de Microscopia Eletronica de Varredura. As
amostras foram avaliadas quanto a presenca ou auséncia de fraturas,

guebras na “ponta”, rugosidade, arranhdes e ondulacfes. Para a avaliacdo



da microestrutura, as amostras foram avaliadas por meio de Microscopia
Eletronica de Varredura. Avaliacdo da microdureza. Para cada animal de
todos os grupos, quatro incisivos foram avaliados. As superficies retificadas
dos dentes foram polidas com pastas de polimento de 6 | e 1 I. A
microdureza dos dentes foi testada usando um indentador Vicker. O volume
do esmalte ndo apresentou diferencga entre os grupos. No entanto, um maior
volume de esmalte foi demonstrado nos dentes inferiores quando
comparados aos dentes superiores nos quatro grupos. O grupo Dsed
apresentou maior niumero de alteragbes em relacdo a fraturas, fissuras,
rugosidade, formacéao de esmalte e a presenca concomitante de opacidade
difusa e demarcada. Aumento significativo na concentracdo de Na foi
observado no grupo NDex em comparacéo com o grupo NDsed, enquanto
nenhuma diferenca foi encontrada nas concentragdes de Mg, Fe, C, O, Ca,
P, Cl e Al entre os grupos. Houve diminuicdo da microdureza nos grupos
Dsed e Dex em relagéo ao grupo NDex. O grupo Dex apresentou reducéo
dos efeitos deletérios observados no grupo Dsed e resultados semelhantes
aos grupos ND (NDsed e NDex). Os grupos diabéticos e ndo diabéticos
exercitados apresentaram aspecto de consolidacdo da fissura. Nosso
estudo sobre a distribuicdo de elementos no esmalte de descendentes de
dentes de ratos diabéticos também pode ser importante para a
compreensao dos processos de mineralizagdo do esmalte, determinando
como os elementos alteram as propriedades dos materiais e explorando a
relacdo entre o binbmio gravidez e descendéncia .Os achados deste estudo
demonstram o impacto negativo do Diabetes em ratas prenhes no esmalte
dentério, principalmente no grupo sem intervencdo com exercicio de
natacdo. Conclusédo: 1) O diagrama conceitual do DED Diamater foi
desenvolvido e permite visualizar a inter-relacdo do DED com a vida
intrauterina até a idade pés-natal de quatro anos. O diagrama apresenta o
grupo de dentes, tipo de denti¢cdo, superficie dentaria e evolugcédo do DED,

indicando o inicio de acordo com a semana gestacional e ano de vida que



completa a formacdo do esmalte dentério. A ferramenta pode direcionar
intervencdes preventivas e terapéuticas em DDE que podem interferir
positivamente na saude bucal das criancas mais tarde na vida e nas
geracOes futuras. 2) Os resultados sustentam que ndo houve diferenca
entre os grupos na analise do volume do esmalte. N&o praticar natagdo e
ter diabetes durante a gravidez teve maior impacto negativo em relacao a
ocorréncia de fraturas, fissuras, alteracdes de rugosidade, formacdo de
esmalte e a presenca concomitante de opacidade difusa e demarcada. O
diabetes em geral causou uma diminuigcdo na microdureza do esmalte em
comparacao ao grupo nao diabético e o exercicio de natagdo foi capaz de

reverter as fissuras.

Palavras-chave: feto, diabete, programacédo fetal, esmalte dentario,

gravidez, parto, puerpério, exercicio, natacéo, ratas






Pascon, T. Impact of pregnant rat swimming exercise on enamel
development, microhardness, and volume of offspring’s teeth 2023.
141p. Thesis (Doctorate) - Botucatu Medical School (FMB), Sdo Paulo
State University (UNESP), Brazil.

Background: 1) During intrauterine development the fetus is vulnerable to
various factors, mainly affected via maternal. Dental enamel is considered
a sensitive biological marker for some conditions, it’s a tissue with no living
cells and cannot be repair after damaged. The developmental defects of
enamel (DDE) may suggest the association with systemic or local factors
and fetal programming. Therefore, this study aimed to design and develop
the diagram with the chronology of the DED to enable investigation of the
intrauterine risk factors and fetal programming repercussions of DDE based
on Diamater Study Group conceptual. 2) Epidemiological and animal model
studies have shown that hyperglycemia alters the tooth development
process by affecting tooth eruption and mineralization and this includes
tooth enamel development. It is noteworthy that the organization of enamel,
dentin, cementum and dental pulp is common to both humans and rodents.
Gestational Diabetes Mellitus (GDM) was associated with adverse effects of
DDE on offspring. To identify factors associated with changes in the
descendant's enamel, as well as to develop studies with intervention
proposals, so that preventive and therapeutic measures can be investigated
and adopted in the future in order to minimize the negative consequences
of GDM on the development of dental enamel. The aim this study was
analyze of Impact of pregnant rat swimming exercise on enamel
development, microhardness, and volume of offspring’s teeth. Methods and
Results: 1) The “DED Diamater’s conceptual diagram” was developed
considering of the chronology enamel formation in the deciduous and
permanent dentition with start in intrauterine life. The teeth were
differentiated by group of teeth, type of dentition and by percentage of dental

enamel formation per surface of the tooth. The periods to the beginning until



complete enamel formation was considered and was related with the
intrauterine, birth and postnatal period. 2) To induce rats’ model, newborn
female Wistar received in the first day of life subcutaneously injection of STZ
(Sigma®). Non-diabetic rats received subcutaneous injection of citrate
buffer. All female newborn rats were maintained with their mothers until the
end of the lactation period (21 days). After this period, the mother rats were
euthanized by sodium thiopental injection (Thiopentax® - 80 mg/kg). The
female newborns were maintained until adulthood. The swimming exercise
protocol was based on previous studies and considered to be a moderate
intensity exercise protocol. The first training session started with 20 minutes,
progressively increasing 10 minutes/day until 60 minutes. The sedentary
rats were exposed to water daily for 15 minutes, at a depth of 10 cm at water
temperature 31+1°C for 6 days/week, from gestational day 0 until
gestational day 20, aiming not to promote physiological adaptations from
exercise practice. All newborn rats were maintained with their mothers until
the end of the lactation period (21 days). For this study the offspring teeth
was used: four incisors of each animal of each group were extracted (upper
and lower incisors teeth). All samples were identified and stored in
formaldehyde 10%. In order to evaluate enamel volume, all teeth were
scanned in a micro-CT system. For the evaluation of the microstructure, the
samples were evaluated by means of Scanning Electron Microscopy. The
samples were evaluated for the presence or absence of fractures, breaks at
the “tip”, roughness, scratches and dimples. For the evaluation of the
microstructure, the samples were evaluated by means of Scanning Electron
Microscopy. Microhardness evaluation. For each animal of all groups, four
incisors were evaluated. Ground surfaces of teeth were polished using 6l
and 1l polishing pastes. Teeth microhardness was tested using a Vicker
indentor. The enamel volume showed no difference between the groups.
However, a greater enamel volume was demonstrated in the lower teeth
when compared with the upper teeth in the four groups. The Dsed group

showed a greater number of alterations in relation to fractures, fissures,



roughness, enamel formation and the concomitant presence of diffuse
opacity and as demarcated. A significant increase in Na concentration was
observed in the NDex group compared with NDsed group, while no
difference was found in the Mg, Fe, C, O, Ca, P, Cl e Al concentrations
between groups. There was a decrease in microhardness in the Dsed and
Dex groups compared to the NDex group. The Dex group showed a
reduction in the deleterious effects observed in the Dsed group and similar
results to the ND groups (NDsed and NDex). The exercised diabetic and
non-diabetic groups showed an appearance of fissure consolidation.

Our study on the distribution of elements in the enamel of offspring of the
diabetic rats’ teeth may also be important for the understanding of the
enamel mineralization processes, determining how elements change the
properties of the materials, and exploring the relationship between binomial
pregnancy and offspring. The findings in this study demonstrate the negative
impact of Diabetes in pregnant rats on dental enamel, especially the group
without intervention with swimming exercise. Conclusion: 1) DED
Diamater’s conceptual diagram was developed and makes it possible to
view the interrelation of the DED with intrauterine life to four years postnatal
age. The diagram present of the group of teeth, type of dentition, tooth
surface and evolution of DED, indicating the onset according to gestational
week and year of life that completes the formation of dental enamel. The
tool may to target preventive and therapeutic interventions in DDE that can
positively interfere with children's oral health later life and in future
generation. 2) The results support that there was no difference between
groups in the analysis of enamel volume. Not performing swimming
exercises and having diabetes during pregnancy had a greater negative
impact in relation to the occurrence of fractures, fissures, changes in
roughness, enamel formation and the concomitant presence of diffuse and
demarcated opacity. Diabetes in general caused a decrease in enamel

microhardness compared to the non-diabetic group and swimming exercise



was able to reverse fissures.

keywords: fetus, diabetes, fetal programming, dental enamel, pregnancy,

birth, postpartum period, exercise, swimming, rats
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Iniciei a formacdo académica em odontologia na Universidade de
Marilia em 2005 e, ao concluir em 2009, a Odontopediatria estava definida
como area de interesse de trabalho. Entre 2010 e 2012, realizei curso de
especializacdo em Odontopediatria na UNESP em Aracatuba que foli,
indubitavelmente, a diretriz para o interesse em ampliar o interesse de
atuacao clinica e associar a pesquisa cientifica. Agregando conhecimento
e complementando a atuacgao, cursei entre 2010 e 2013 a especializacdo
em ortodontia na Universidade de Marilia, e desta formacdo, o
conhecimento aprofundado sobre formacdo dental e do esmalte desde o
periodo intrauterino.

Ao longo de boa parte da minha vida acompanhei cada resultado
obtido das investigagdes do Grupo de Pesquisa “Diabetes e Gravidez:
Clinico e Experimental” Diamater Study Group, do qual minha mée faz parte
desde 2002. No final de 2014, como sempre de forma entusiasmada, ela
falou sobre a “triade” que havia se formado em torno da Hiperglicemia
gestacional, miopatia diabética gestacional e incontinéncia urinaria
gestacional, e do projeto ambicioso projeto Tematico de investigar ampla e
profundamente esta associacao.

Entre as investigacdes proposta neste Tematico, me despertou
especial atencdo, as analises bioquimicas como calcio, calcitonina,
paratormoénio e vitamina D, por serem variareis relacionadas a formacéao do
esmalte dentario deste a fase intrauterina. Neste momento, todo

conhecimento adquirido na graduacdo e especializacdes se agrupou, e
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surgiu a seguinte pergunta da dissertacdo de mestrado: se o meio materno
esta alterado, e a formacdo dental e do esmalte se inicia na vida
intrauterina, este pode gerar repercussdes negativas, porque o
desenvolvimento dental e do esmalte depende da cascata destas mesmas
variaveis bioquimicas.

Em 2015, iniciei no grupo de pesquisa participando das reunides
e discussdes e paralelamente construindo o projeto de mestrado. Fazer
parte de grupo de estudos com tantos anseios em rela¢do a pesquisa abriu
meus horizontes para um mundo novo. Entre 2016 e 2018, cursei o
mestrado sob orientacdo da Profa. Marilza Rudge, que culminou com a
dissertacao intitulada “Associagao do Diabetes Mellitus Gestacional com os
Defeitos de Desenvolvimento de Esmalte na Denticdo da Crianga”. Os
resultados obtidos e publicados
(https://doi.org/10.1371/journal.pone.0211771), abriram novas linhas de
investigagéo e nos impulsionaram a ampliar e aprofundar o conhecimento
e desta forma propusemos a conducdo, de forma translacional, deste
doutorado.

Ingressei no Programa em Tocoginecologia como aluna regular de
doutorado em 2018 com proposta de estudo translacional. Entre 2018 e
2022 cursei 10 disciplinas, coletei dados e colaborei na elaboragéo de
trabalhos apresentados em eventos, sendo 1 pdster em evento nacional

como autora principal (Anexo 1) e 3 internacionais como coautora em 2018
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e 2019 (Anexo 2-4). Sou autora de 12 artigos, sendo um deles como autora
principal (Anexo 5) e outros 11 como autora ou como membro do Diamater
Study Group/The Perinatal Diabetes Research Group (Anexos 6-16),
conforme orientado e recomendado pela Capes.

Como dentista, meu interesse maior foi verificar a repercussao da
hiperglicemia materna na denticdo da crianca a curto e longo prazo.
Inicialmente a proposta clinica do estudo translacional foi o estudo de coorte
prospectiva, com objetivo de analisar a associacdo da hiperglicemia
gestacional materna e 0s niveis sanguineos maternos do calcio, calcitonina,
paratormodnio, vitamina D, vitamina A, cortisol e fosforo, no defeito do
desenvolvimento de esmalte na denticdo decidua do descendente.
Contudo, pela situagdo pandémica, ndo foi possivel realizar os exames
bucais e coletar as imagens dos dentes das criancas. Utilizamos estratégias
para obter de alguma forma as imagens, mas nao obtivemos sucesso. Este
estudo sera continuado tdo logo a situacdo sanitaria permita as atividades
presencias.

Considerando a viabilidade e factibilidade de realizar analises em
modelo animal com proposta na etapa bed to bench de intervencao
(preventiva ou minimizadora) com exercicios, e com o intuito de verificar o
impacto do exercicio em ratas prenhes diabéticas no desenvolvimento do
esmalte da ninhada, de forma translacional, esta tese foi dewsenvolvida. O
estudo pré-clinico teve como objetivo realizar screening no esmalte da

denticdo da ninhada sob a o6tica do Volume do Esmalte por meio da
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Microtomografia (Micro CT) com realizacdo dos escaneamentos (Scans),
por meio do software de reconstrucdo NRecon e do software para as
medidas CTan, da Microdureza e da Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV).
Esta tese tem o propésito de ampliar e aprofundar o conhecimento
sobre as repercussfes maternas nos filhos de mées diabéticas e verificar o
efeito da terapéutico com exercicios sobre o Defeito no Desenvolvimento
do Esmalte (DDE). A proposta, € inédita e colabora na elucidacéo de fatores
de risco para o desfecho e terapéutica do DDE de filhos de mées com DMG.
As aprovacbes do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) e
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) referentes a esta Tese estio
apresentadas nos Anexos 17 e 18, respectivamente.
Cumprir a etapa até aqui, foi processo de muitos desafios; conciliei
as atividades da poés-graduacédo, consultério, filhos, familia e pessoais,

contudo foi de extrema gratificacdo e com valioso amadurecimento.
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Avanc¢os do conhecimento sobre a repercusséo da exposicéo
materna a hiperglicemia no desenvolvimento do esmalte dentario do

descendente

Os Grupos de Pesquisa “Diabetes e Gravidez: Clinico e
Experimental” e Diamater Study Group realizam pesquisas multicéntricas
nacionais e internacionais relacionadas a gravidez complicada pelo diabete;
e de forma intrincada investiga repercussdes e resultados maternos e fetais,
perinatais e neonatais dos descendentes destas mulheres (1-8). Nos
altimos quase 50 anos, os dois grupos juntos realizaram estudos clinicos e
pré-clinicos. Importantes lacunas do conhecimento foram preenchidas ao
longo destes anos. Estes resultados interferiram direta e profundamente em
diferentes condutas e manejos obstétricos e clinicos com beneficio a
mulher, ao feto e ao recém-nascido (9-16). A internacionalizacdo das
pesquisas se evidencia com estudos pré-clinicos, que tomaram importante
propor¢cao com estudos sobre as repercussdes a curto e longo prazo do
diabete no desenvolvimento fetal embrionéario (17-24).

O diabetes mellitus gestacional (DMG) (25,26) esta associado a um
risco aumentado de complicacdes para o binbmio materno-fetal durante a
gravidez, bem como no periodo apdos o nascimento (27-29). A literatura tem
reforcado que a hiperglicemia gestacional de intensidade variada,
independentemente do diagnodstico de DMG, esta envolvida na

determinacao do peso ao nascimento (30,31), macrossomia fetal,
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hipoglicemia neonatal, hiperinsulinismo fetal (28), aumento dos indices de
mortalidade fetal e perinatal (1,13), malformagbes congénitas (32),
prematuridade e sindrome do desconforto respiratorio (28). No entanto, 0s
efeitos do diabetes materno no desenvolvimento dos dentes e os
mecanismos subjacentes ndo foram completamente investigados (33).
Estudos epidemiologicos e de modelos animais mostraram que a
hiperglicemia altera o dente em seu processo de desenvolvimento, e pode
afetar a erupcdo e a mineralizacdo do dente (34-36); e isto inclui o

desenvolvimento do esmalte dentario.

Demanda bioquimica na gestacao e repercussao no feto e neonato

Durante a gestacao normoglicémica, cerca de 250 gramas por dia de
Célcio (Ca) é transferido da mae para o feto no 3° trimestre gestacional (37),
sendo que os niveis de Ca sao mais elevados no feto do que na méae (38),
e concomitante hd aumento do funcionamento das glandulas paratireoides.
Esse estado de hiperparatireoidismo relativo funciona como uma
compensacdo homeostatica para melhorar os estoques de Ca materno
enviado para o feto (37).

O Ca tem intricada relagdo com minerais, vitaminas e horménios,
demonstrando interdependéncia em cascata para sua manutengcdo e
transferéncia. O paratorménio (PTH), hormoénio secretado pela paratireoide

(39), age nos osteoclastos que, por acdo enziméatica, reabsorvem a matriz
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e solubilizam o Ca. O PTH, portanto, tem func¢do primordial no turnover

0sseo, isto €, no equilibrio entre aposicao e reabsorcdo, na manutencao do
Ca em torno de 8,9 a 10 mg/dL e na absorcédo de Ca no intestino (39). O
PTH mantém os niveis de Ca, aumentando a reabsorcdo intestinal e
diminuindo a excrecdo urinaria (40). A maioria do Ca "economizado"
durante a gestacdo (cerca de 30 g) € transportada ativamente através da
placenta e, principalmente no terceiro trimestre, depositada no esqueleto
fetal.

A calcitonina é hormbnio secretado pela tireoide, que apresenta
como principal efeito participar do metabolismo do Ca. A secrecao desse
hormonio é controlada, basicamente, pela concentragcédo de Ca, ou seja, 0s
niveis de calcitonina aumentam ou diminuem diretamente proporcional ao
aumento ou diminui¢ao do Ca (37).

Como o PTH e a calcitonina ndo atravessam a barreira placentéria,
ao nascimento, pelos altos niveis de calcitonina, PTH e vitamina D neonatal
dos fetos das méaes diabéticas, ocorre hipocalcemia devido a interrupgao
da transferéncia materno-fetal de Ca (37,41).

A vitamina D, indiretamente, esta relacionada na regulacéo do Ca
extracelular e no fluxo deste mineral dentro das células beta. A secrecéo de
insulina é processo mediado pelo Ca, portanto, alteracfes na regulacao de
seu fluxo podem ser prejudiciais a funcdo secretoria das células
pancreaticas e também para acdo propriamente dita da insulina. Dessa

forma, tanto niveis inadequados de Ca, quanto niveis deficientes de
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vitamina D, podem alterar o balanco entre os compartimentos intracelular e

extracelular de Ca, afetando a liberacdo normal de insulina (42).

Além de repercutir em diferentes variaveis maternas e do neonato o
Ca, calcitonina, PTH e vitamina D sdo indispensaveis para a saude do
organismo em toda sua complexidade, entre elas a estruturacdo dos 0ssos

e dentes (43).

Desenvolvimento dentério na vida intrauterina e aps o nascimento

O primeiro sinal morfolégico da formacgao dentéria ocorre durante a
42 e 62 semana intrauterina quando ha o aparecimento da lamina dentaria
primaria (42,44). Todas as fases do desenvolvimento dentario se
processardo a partir desta lamina dentaria primaria (45).

Do ponto de vista embriol6gico o dente é érgao misto derivado de
duas camadas, o ectoderma que formara a coroa, e o mesoderma que dara
origem a dentina, cemento e polpa. Os dentes deciduos comumente
denominados “de leite”, iniciam sua formacdo na 72 semana de vida
intrauterina e o esmalte de todos eles, esta usualmente completo por volta
do primeiro ano de vida. Todos os dentes deciduos estdo geralmente
erupcionados por volta de 24 e 36 meses e a estrutura radicular desses
dentes esta geralmente completa por volta dos trés anos (42,44).

A odontogénese refere-se ao processo embriolégico que da origem

ao germe dentario (42,45). A cronologia da formag&o do germe dental pode
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ser observada na Figura 1.
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Figura 1: Desenvolvimento embrionario do germe dental. FONTE: adaptado de
Bolland et al.,2008 (46).

A formacédo do esmalte e da dentina acontecem simultaneamente, e
ambos 0s processos comecam a partir de uma linha que formaré a juncéo
amelodentinaria (47) e sdo descritos em fases: pré-secretora, fase
secretora e fase de maturacdo (43). Na fase pré-secretora, ao lado da
juncdo amelodentinaria referente ao esmalte estdo os ameloblastos que
secretam a matriz organica. Os ameloblastos diferenciam-se, mudam de
polaridade e desenvolvem extenso aparato de sintese proteica (43,47). Na
fase secretora, pela expressdo genética programada, a medida que
secretam as proteinas da matriz extracelular, os ameloblastos se afastam
do centro do orgao dentario (48); e nesta fase os cristais de hidroxiapatita

s&o depositados na matriz organica e formam placas finas alongadas. E
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nesta frente de mineralizacdo que se inicia a deposi¢cdo mineral. Apds o
depdsito da camada de esmalte aprismatico, os ameloblastos secretores
desenvolvem nas suas por¢des terminais processo em forma de cone (47).
A medida que os ameloblastos secretam as proteinas do esmalte, os
cristais de hidroxiapatita continuam a crescer em comprimento, mas
crescem muito pouco em largura e em espessura (43,48), sendo que,
comprimento final dos cristais depende de quanto tempo os ameloblastos
secretam (47).

A quantidade de esmalte depositado em um dia varia de acordo com
fatores sistémicos e podem formar padrdes distintos de linhas incrementais
que sao reproduzidas fielmente no esmalte de todos os dentes em
formacdo num determinado momento (43).

Disturbios durante a fase secretora da amelogénese resultardo em
esmalte patologicamente fino ou hipoplasico, devido ao insuficiente
alongamento dos cristais. Os disturbios sistémicos ocorridos nestes
neonatos parecem atuar no mecanismo de armazenamento de minerais,
que também parece afetar diretamente a mineralizacdo dos tecidos
dentarios (47). Quando ocorre disturbio no metabolismo do Ca, como por
exemplo em gestacdo complicada pelo diabetes, podem predispor a
alteracdes nos dentes deciduos (49). O Ca transferido da mé&e para o feto
€ depositado principalmente sob a forma de hidroxiapatita e a maior taxa
de acumulo de Ca ocorre no periodo de deposicdo e concomitante com

parte do periodo de calcificacdo dos dentes deciduos (50).
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A mineralizacéo ou calcificagdo dentéria compreende a deposi¢éo de
sais minerais, principalmente Ca e fosforo, sobre a matriz tecidual
anteriormente formada. A deposicao inicia-se sobre as pontas das cuspides
e bordos incisais dos dentes, e continua com aposi¢cées concéntricas e
sucessivas sobre os pequenos pontos de origem. Os dentes deciduos
iniciam a sua calcificacdo entre a 142 e 182 semana intrauterina, com inicio
nos incisivos centrais e término no 2° molar (51). Os &pices dos dentes
deciduos fecham geralmente um ano apds a erupcdo do dente e
geralmente ocorre entre 0 ano e meio e trés anos da crianca (42).

Devido a sua composicdo, o esmalte é rigido e duro (52), e com
presenca de diversos componentes quimicos no esmalte dentario, como:
calcio, agua, dioxido de carbono, magnésio, sodio, potassio e fosforo
(53,54).

Alteracdes no esmalte em relacdo as suas propriedades fisicas,
mecanicas e quimicas podem afetar permanentemente a denticdo decidua
e permanente, dependendo do momento em que o dente ficou exposto ao
agente agressor.

O esmalte dental € considerado importante marcador biolégico
sensivel a uma série de eventos e situacdes, pois hao contém células vivas
e ndo pode reparar danos (55). Esta condicdo permite a definicdo da
ocorréncia do evento causador (55) e tem sido utilizada como um indicativo
de padrbes de saude (56) e qualidade de vida, seja em aspectos gerais (57)

ou em situacdes especificas (58).
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Defeitos do desenvolvimento do Esmalte e Diabetes Mellitus
Gestacional

Alteracbes recorrentes sdo os defeitos de desenvolvimento de
esmalte (DDE) e geralmente refletem distarbio ocorrido durante
determinado periodo da amelogénese durante a gestacdo, sendo que,
somente os dentes em formacéo no periodo em que se deu o disturbio
serdo afetados. Portanto, com o conhecimento da cronologia de
mineralizacdo dentaria, pode-se estimar em qual periodo a mineralizagao
do esmalte foi afetada na gestacéao (47).

Varios indices clinicos tém sido usados para registar os defeitos de
desenvolvimento de esmalte, tais como: o indice Al-Alousi, o indice de
defeitos de desenvolvimento de esmalte (indice DDE), indice de fluorose
da superficie dentaria, o indice de defeitos de esmalte (IDE) (59), e o mais
preconizado e utilizado cientificamente, o indice modificado de defeitos de
desenvolvimento de esmalte (indice DDE modificado) (60). Embora estes
indices permitem a classificacdo os DDE, ndo foram encontrados guias que
correlacionassem os defeitos observados pelos indices com o periodo
gestacional de seu desenvolvimento. Desta forma tornou-se importante
desenvolver um diagrama conceitual com modulacdo dinamica da
programacao DDE fetal, desde as fases iniciais da vida, durante o periodo
gestacional, até o final da formacéo do periodo dentario.

Os estudos disponiveis enfocam o diabetes mellitus tipo Il, e os
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estudos em animais tém resultados heterogéneos, que séo inconclusivos.
Além disso, a maioria dos estudos originais sobre a prole da mde com DMG
nao incluiu dados sobre DDE

A literatura demonstrou em estudo com animais que, além dos
fatores genéticos, traumaticos e hormonais podem afetar a amelogénese e
0 processo de desenvolvimento ao afetar a erupcédo e a mineralizacao do
dente e isto inclui o desenvolvimento do esmalte dentario (61,62). Vale
ressaltar que a organizacdo do esmalte, dentina, cemento e polpa dentéaria
€ comum tanto para os humanos quanto para os roedores (63).

Estudo recente de Pascon et. al (2019) (64) com objetivo de avaliar
as consequéncias a longo prazo da exposicao intrauterina a hiperglicemia
em DDE nos descendentes entre 3-12 anos ap0s 0 nascimento, concluiu
gue o DMG foi associado aos efeitos adversos do DDE na prole. Estes
resultados estabeleceram as bases para novos estudos afim de determinar
o impacto do DMG no risco de DDE a longo prazo. As oportunidades para
melhorar os efeitos perinatais e os efeitos intergeracionais do DMG em
longo prazo existem no nivel de prevencao, triagem e tratamento do DMG
e intervencbes pos-natal de seus descendentes. E necessario avancar
ainda mais para melhorar os resultados em longo prazo para o0s
descendentes expostos ao meio materno alterado pela hiperglicemia, e a
compreensao dos fatores de risco € essencial.

Identificar fatores associados as alteracbes do esmalte do

descendente como também, desenvolver estudos com propostas de
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intervencdo, para que medidas preventivas e terapéuticas possam ser
investigadas e futuramente adotadas de forma a minimizar as
consequéncias negativas do DMG no desenvolvimento do esmalte dental.
Os estudos de acompanhamento em longo prazo séo desafiadores,
particularmente em relacdo ao custo e ao planejamento em longo prazo.
Além disso, ao mesmo tempo em que se esforca para aperfeicoar
continuamente o controle glicémico antes e durante a gravidez €, sem
duvida, importante melhorar os resultados a curto e longo prazo para as

criancas de maes com DMG.

Impacto da COVID-19 na pesquisa clinica

Neste sentido, a proposta inicial desta tese incluiu trés diferentes
abordagens de pesquisa na mesma tematica: 1) pesquisa clinica com o
objetivo de analisar a repercussao da hiperglicemia gestacional materna no
DDE da denticdo decidua da crianca e associar os niveis maternos das
variaveis bioquimicas Ca, calcitonina, PTH e vitamina D com DDE; 2)
desenvolver o Diagrama que facilitasse a correlacdo do periodo gestacional
com a fase de formacdo de esmalte dental do descendente e 3) pesquisa
experimental para avaliar a repercussao do exercicio em ratas prenhes com
diabete moderado sobre o esmalte dos dentes da ninhada.

Inesperadamente a proposta clinica teve importante impacto
negativo do Covid-19 no desenvolvimento da pesquisa e meios para

supera-lo. Desafio que exigiu muitas adaptacdes e estratégias para
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desenvolver pesquisa foi a pandemia do Covid-19 e seus efeitos na
sociedade. O efeito foi devastador para humanidade e refletiu no
desenvolvimento das pesquisas e no acesso aos servicos de saude. Isso
afetou substancialmente nossa pesquisa clinica. Os meios para superar
este desafio na parte clinica da pesquisa incluiram as visitas virtuais e
telemedicina, considerando que estas desempenham papel fundamental na
realizacdo de pesquisas e na prestacdo de cuidados aos pacientes na
sociedade. Embora todo esforco tenha sido realizado pela equipe Diamater
e pela doutoranda, o sucesso foi parcial. Cumprimos o compromisso do
cronograma com a coleta de sangue dos grupos de maes DMG e ndo-DMG,
contudo, nao foi possivel avaliar com rigor cientifico a denticdo decidua da
crianga. Depois de discussdo com a equipe, tomamos a decisdo de
aguardar o retorno da “normalidade” das condi¢cbes sanitarias para
retomarmos a proposta clinica inicial apos a conclusdo deste doutorado.

A presente Tese, inédita, integra de modo complementar o Projeto
Tematico Diamater, segue a linha da dissertacédo de mestrado desenvolvida

pela doutoranda, agora com os objetivos a saber:

1) Projetar e desenvolver o diagrama com a cronologia do
desenvolvimento do esmalte dentario (DED) para possibilitar a investigacao
dos fatores de risco intrauterinos e repercussdes da programacao fetal da

DDE, com base no conceitual do Diamater Study Group.
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2) Analisar o impacto do exercicio de natacdo das ratas prenhes
diabéticas no desenvolvimento do esmalte dentario da ninhada em sua

morfologia, estrutura, e propriedades fisicas e quimicas.

Os resultados obtidos até o momento da Qualificacdo desta Tese,
estdo apresentados em 1 artigo, completo, e resultados preliminares do

artigo 2.

1 - Fetal and postnatal programming of dental enamel development: the
DED Diamater’s conceptual diagram
2 — Impact of diabetic pregnant rat swimming exercise on enamel

development, microhardness, and volume of offspring’s teeth.
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