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RESUMO

Objetivo

Avaliar a influéncia da desnutricdo neonatal sobre o padrao e o crescimento de bactérias aerébias, da microbiota
normal da cavidade oral, em ratos Wistar adultos.

Métodos

O material da cavidade oral foi coletado através de swabs embebidos em 40uL de solucao salina estéril e
colocados em tubos estéreis contendo 960uL de brain heart infusion. Posteriormente, fez-se homogeneizacdo
de cada uma amostra. Entdo, destes 1.000pL, retirou-se 1L e este foi semeado em placas de Petri contendo
Agar-sangue e Levine para isolamento e identificacdo de bactérias Gram+ e Gram-, respectivamente. Essas
placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C, 48 horas, e as unidades formadoras de coldnias que
cresceram foram contadas e seus percentuais calculados. Para a bacterioscopia foram confeccionadas laminas
coradas pelo método de Gram.

Resultados

Do 52 ao 21¢ dia de vida os pesos corporais do grupo desnutrido (33,69:42,8g, desvio-padrao=27,2g) foram
menores (p<0,001) que os do grupo nutrido (52,59:56,3g, desvio-padrao=24,0g). Dos 60 aos 120 dias de
vida os pesos foram reduzidos no grupo desnutrido (248,29:290,2g, desvio-padrdo=220,2g), quando
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comparados aos do grupo nutrido (306,29:319,4g, desvio-padrao=219,5g) teste Mann Whitney, p<0,05. A
microbiota foi composta de menor nimero de bactérias no grupo nutrido (4,2x10° unidades formadoras de
coldnias, desvio-padrao=1,2x10° unidades formadoras de col6nias de bactérias/mL), comparado ao grupo
desnutrido (7,4x10° unidades formadoras de coldnias, desvio-padrao=1,0x10° unidades formadoras de col6nias
de bactérias/mL) teste “t”, (p=0,026). Das bactérias isoladas em culturas, observou-se um padrao bacteriano
semelhante nos dois grupos, com 70% de bactérias gram-positivas e 30% de bactérias gram-negativas.

Conclusao

A desnutricado neonatal foi efetiva em reduzir o peso corporal e aumentar o crescimento bacteriano. Embora
0 padrao bacteriano ndo tenha sido alterado, o aumento do crescimento bacteriano pode induzir a um
desequilibrio na microbiota oral desfavorecendo assim, o hospedeiro.

Termos de indexacao: bactérias aerdbias; boca; desnutricdo neonatal; ratos Wistar.

ABSTRACT

Objective

To evaluate the influence of neonatal malnutrition on the pattern and growth of aerobic bacteria of the
normal bacterial flora of the oral cavity in adults Wistar rats.

Methods

In the present studly, the material of the oral cavity was collected through swabs soaked in 40ul of sterile saline
solution. After the collection, each swab was placed in a sterile tube containing 960ulL of brain heart infusion.
Later, the samples were homogenized. Then, from the 1.000ulL, 1ul was collected with a gauged loop to be
sowed in Petri dishes containing Agar-blood and Agar-Levine, for the isolation and identification of the Gram-
positive and Gram-negative bacteria respectively. The plates were placed into a bacteriological incubator,
37°C, for 48 hours and the colony-forming units that grew were counted and their percentages were calculated.
For bacterioscopy, slides were stained with the Gram method.

Results

From the 5% to the 21 day of life, body weight of the undernourished group (33.69:42.8g, standard
deviation=27.29) was smaller (p<0.001) than that of the nourished group (52.59:56.3g, standard
deviation=24.0g). From the 60th to the 120th days of life the body weight of the undernourished group
(7.4 x 10° colony-forming units, standard deviation=1,0x10° colony-forming units bacteria/mL) decreased
when compared to that of the nourished group (306.29:319.4g, standard deviation=219.5g), Mann-Whitney
test, p<0,05. The microbiota was composed of a smaller number of bacteria in the nourished group (4.2 x10°
colony-forming units, standard deviation=1.2x10°¢ colony-forming units bacteria/mL) when compared with
the undernourished group (7.4x10° colony-forming units, standard deviation=1.0x10° colony-forming units
bacteria/mL), Student’s “t” test (p=0.026). From the bacteria isolated in cultures, a similar bacterial pattern was
observed in both groups, with 70% of Gram-positive bacteria and 30% of Gram-negative bacteria.

Conclusion

Neonatal malnutrition was effective in decreasing body weight and increasing bacterial growth. Although the
bacterial pattern was not altered, the increase in bacterial growth may induce an imbalance of the oral
microbiota, being a threat to the host.

Indexing terms: bacteria, aerobic, mouth,; neonatal malnutrition,; rats Wistar.

INTRODUCAO
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A enorme variedade de organismos que
causam doencas infecciosas pode ser agrupada
em seis categorias principais: virus, bactérias,
fungos, protozodrios, helmintos e artrépodes. Cada

uma das categorias apresenta caracteristicas
distintas, que determinam maneiras de interacao
com os hospedeiros e, portanto, contribuem para
as caracteristicas das doencas que 0s organismos
causam. Entre estas propriedades estdo a cons-
tituicdo estrutural e molecular, as estratégias
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metabdlicas e os processos reprodutivos. Algumas
espécies, entretanto, sdo positivamente benéficas
a saude do hospedeiro. A microbiota normal, da
qual fazem parte os organismos que vivem no
NOSSO Corpo sem causar doenca, é imprescindivel
para a protecdo contra o estabelecimento de
micrébios patogénicos'.

A microbiota enddgena inclui todos os
microorganismos (bactérias, fungos, protozoarios
e virus) que residem no interior ou na superficie
corporal dos seres sadios?. Quando o nimero habi-
tual de microorganismos residentes estd muito
reduzido, os invasores oportunistas podem, entao,
se estabelecer mais facilmente?.

A cavidade oral, por exemplo, apresenta
uma das mais concentradas e variadas populacoes
microbianas, cuja localizacdo principal estd no
dorso da lingua, no sulco gengival e na placa
dental coronariana®. Estima-se que a saliva contém
108 bactérias/mL e as placas dentais, 10" bacté-
rias/mL. Participam desta flora numerosos géneros,
como: Staphylococcus, Streptococcus, Neisseria,
Bacteroides, Actinomyces, Treponema, Mycoplasma
e outros®”’. Isogai et al.& isolaram mais de 15 bacté-
rias na cavidade oral de ratos, dentre estas os
tipos predominantemente isolados na saliva, no
dorso da lingua, na mucosa bucal e no sulco
gengival foram: Streptococcus ssp., Lactobacillus
ssp., Veillonella ssp e Neisseria ssp.

Nao existem estudos, até o presente mo-
mento, relacionando a desnutricdo neonatal com
a microbiota oral. Nessa situacdo é possivel haver
modificacdes dos microorganismos, tanto em
quantidade como em qualidade na cavidade oral,
ja que a desnutricdo contribui para menor resis-
téncia, ou seja, maior vulnerabilidade as doencas
e as altas taxas de infeccbes com elevado risco
de mortalidade®.

Assim, este estudo pretende avaliar o im-
pacto da desnutricdo no periodo de aleitamento
sobre a microbiota da cavidade oral, apos recu-
peracdo nutricional em ratos adultos. O estudo
desses aspectos em animais tem importancia do
ponto de vista experimental e clinico, devido a
diversidade de reacdes do organismo, particu-
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larmente, as eventuais seqlelas sobre os mecanis-
mos de defesa organicos, ocasionadas por agres-
sdes nutricionais sofridas no periodo neonatal, por
ser um periodo de grande vulnerabilidade em
decorréncia da formacédo dos diversos sistemas
organicos.

METODOS

Foram utilizados 36 ratos machos, albinos,
da linhagem Wistar, provenientes do biotério do
Departamento de Nutricdo, da Universidade Fe-
deral de Pernambuco. Os animais foram manti-
dos a uma temperatura de 23°C, com variacao
de 1°C, em ciclo claro/escuro invertido de 12h
(claro-21 a 9h; escuro-9 as 21h), com acesso livre
a 4gua e a ragao.

Os animais foram obtidos acasalando-se
machos e fémeas adultos, na proporcdo de um
macho para trés fémeas, por um periodo de 16
dias®. O diagnostico da prenhez foi feito pela
observacao do crescimento do ventre. Um dia apds
o nascimento, a ninhada foi padronizada em seis
filhotes machos por mae. Esse numero parece
conferir maior potencial lactotréfico®. Nesse
mesmo dia, adotado como primeiro dia de vida
do animal, as ninhadas foram divididas nos grupos:
nutrido (N) - constituido por 18 filhotes ama-
mentados por maes submetidas a dieta contendo
17% de proteina (caseina), e desnutrido (D) - cons-
tituido por 18 filhotes amamentados por maes
submetidas a dieta contendo 8% de proteina
(caseina).

Os animais dos dois grupos foram ama-
mentados durante os primeiros 21 dias apds o
nascimento®. Nesse periodo foram registrados
diariamente (em balanca eletrénica digital - Marte,
modelo S-4000-com sensibilidade de 0,1g) os
pesos corporais (PC) de cada animal. A partir do
22¢ dia de vida até o final do experimento, o peso
corporal era aferido uma vez por semana, objeti-
vando acompanhar a recuperacao nutricional dos
animais. Apds o desmame, no 22¢ dia de vida, os
animais foram separados de suas maes e mantidos
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em gaiolas coletivas contendo 3 ratos em cada
gaiola, com dieta Labina, adotada como padrao
no Biotério, contendo 23% de proteinas mistas,
até o final do experimento.

Este estudo foi aprovado pela Comissao
de Etica em Experimentacdo Animal do Centro
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal
de Pernambuco, e seguiu as normas sugeridas pelo
Comité Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA).

Microbiota oral

Realizou-se coleta da cavidade oral de
todos os animais dos grupos N e D, aos 60-120
dias de vida. Cada animal foi segurado na posicdo
vertical de modo que suas patas fossem imo-
bilizadas. Em seguida, a flora bacteriana oral foi
coletada através de swabs embebidos em 40uL
de solucao salina de NaCl 0,9%, estéril.

Apds coleta do swab, este foi colocado em
tubo estéril contendo 960uL de Brain Heart Infusion
(BHI), meio liquido enriquecido que permite o
crescimento bacteriano. Posteriormente, fazia-se
a homogeneizacdo das amostras e laminas foram
confeccionadas para a realizacdo da coloracao
de Gram. Além disso, destes 1.000pL retirava-se,
com o auxilio de alca calibrada, 1uL, que foi se-
meado em placas de Petri contendo Agar-sangue
e Agar-Levine, para isolamento das bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, respectiva-
mente. Essas placas foram incubadas em estufa
bacteriolégica a 37°C, por 48 horas, e as unidades
formadoras de colénias (UFC) que cresceram
foram quantificadas e seus percentuais calculados.
Aidentificacdo da espécie foi realizada em sistema
automatizado MicroScan®.

RESULTADOS
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Nos primeiros dias de vida, os pesos ()
corporais dos grupos N e D, expressos em me-
diana, valores maximos e minimos, foram seme-

lhantes. A partir do 5° dia até o 212 dia pds-natal,
os valores dos pesos corporais do grupo D
(33,69:42,89, desvio-padrao - DP=27,2g) foram
menores (p<0,001) do que os do grupo N
(52,59:56,3g, DP=24,0q) (Figura 1).

Aos 60-120 dias de vida os pesos corporais
dos animais dos grupos N e D foram expressos
por mediana mediana, valores maximos, minimos
e comparados. Houve reducdo dos pesos no grupo
D (248,29:290,2g, DP=220,29) em comparacao
ao grupo N (306,29:319,4g, DP=219,5(), sequndo
o teste Mann Whitney, p<0,05 (Figura 2).

Apds andlise do material coletado nos
dois grupos de ratos, observou-se que a microbiota
oral foi composta por um menor ndmero de
bactérias, no grupo N (4,2UFCx10°, DP= 1TUFCx10°)
comparativamente ao grupo D (7,4UFCx10¢,
DP=1,2UFCx109), teste t, (p=0,026) (Figura 3).

A ordem das freqUéncias das bactérias
aerébias encontradas foi a seqguinte: Bacillus
sp., Corynebacterium sp., Enterococcus sp.,
Staphylococcus aureus, Streptococcus viridans,
Staphylococcus coagulase negativo, Staphylococcus
saprophyticcus, Citrobacter, Escherichia coli e
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Figura 1. Acompanhamento do peso corporal durante a des-
nutricdo neonatal (21 dias) dos grupos Nutrido e
Desnutrido, em ratos Wistar adultos. Recife, PE,
2006.

Valores expressos gramas de peso corporal, mediana, valores
maximos e minimos. Teste Mann Whitney (* diferenca de peso a
partir do 5° dia de vida p<0,001).
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Pseudomonas. Destas 70% foram de bactérias
gram-positivas e 30% de bactérias gram-negativas.

O padrao de bactéria encontrado foi o
mesmo nos dois grupos.
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Figura 2. Acompanhamento do peso corporal durante a recu-
peracdo nutricional dos grupos Nutrido e Desnutri-
do, em ratos Wistar adultos. Recife, PE, 2006.

Valores expressos em gramas de peso corporal, mediana, valores
méaximos e minimos. Teste Mann Whitney (* diferenca do peso
aos 60 e aos 105 dias de vida p<0,005).

Crescimento bacteriano
10,04

5,0+

2,54

N° de bactérias x 106 / ml

Nutrido Desnutrido

Grupos

Figura 3. Crescimento bacteriano segundo o estado nutricional
nos grupos Nutrido e Desnutrido, em ratos Wistar
adultos. Recife, PE, 2006.

Valores expressos em média e desvio padrao. Teste “t” de Student
(* aumento do crescimento bacteriano em UFC/mL p<0,005).

DISCUSSAO

No presente estudo, utilizou-se modelo de
desnutricao imposta no periodo de aleitamento,
seguida de recuperacao nutricional, com as
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avaliacdes sendo realizadas na vida adulta do
animal. Assim, neste estudo, a desnutricdo ocorri-
da precocemente causou déficit no peso corporal,
levando ao retardo da evolucao ponderal no
periodo de aleitamento. Estes dados corroboram
aqueles obtidos por Medeiros et al.', Porto et al."
e Barros et al.’?, que empregaram a dieta béasica
regional (DBR), deficiente em todos os seus consti-
tuintes'?, como modelo experimental de desnutri-
¢do. Apesar dos diferentes modelos experimentais
de desnutricao usados, neste estudo, a deficiéncia
de proteinas (caseina) utilizada foi suficiente para
causar desnutricdo. A dieta de caseina a 8% ¢é
caracterizada como hipoprotéica, e provoca alte-
racdo no teor protéico do leite de lactantes que a
ingerem. Esse parece ser um fator determinante
na génese de seus efeitos deletérios observados
na prole.

A desnutricdo ocorrida nesse periodo tam-
bém afetou o peso corporal dos animais na idade
adulta. Oferta da dieta equilibrada (Labina) a partir
do desmame, parece nao ter sido eficiente para
recuperar a deficiéncia de peso originada ainda
na amamentacao. Esses resultados estdo em con-
cordancia com aqueles de Barros et al.'?, que
também encontraram reducao do peso corporal
verificada, inclusive, até a idade adulta.

Portanto, o uso de dieta hipoprotéica a ba-
se de proteina animal (caseina), na concentracao
de 8%, por lactantes durante o periodo de aleita-
mento, modificou o teor protéico do leite materno
e levou ao déficit ponderal dos filhotes, tanto no
periodo de lactacdo quanto na idade adulta apés
recuperacao.

Os estudos relacionados a desnutricao
precoce sdo escassos, sobretudo aqueles que
avaliam os efeitos da restricdo protéica no periodo
de lactacdo'. Alguns autores relatam alteracdo
na concentracao protéica do leite por restricdo do
suprimento de aminoacidos necessarios para a
sintese de proteina do leite’. Neste estudo, o pe-
riodo no qual a agressdo nutricional foi conduzida
é caracterizado por um intenso processo de

Revista de Nutricao



630

Revista de Nutricdo

S.M.M.S. PORTO et al.

crescimento e desenvolvimento organicos, o que
demanda aumento das necessidades de energia
e proteinas’. Os efeitos da restricdo protéica
durante o periodo de aleitamento foram demons-
trados em ratos desde o quarto dia de vida
poés-natal’®. De modo similar, os resultados obtidos
neste trabalho também demonstraram reducao
do ganho de peso durante o aleitamento a partir
do quinto dia de vida pds-natal, quando as maes
receberam dieta experimental hipoprotéica.

E conhecido de longa data que a desnu-
tricdo prejudica as defesas organicas. Porém, nao
existem estudos conduzidos com desnutricao
ocorrida no perfodo de aleitamento, seguida de
recuperacdo nutricional, e na vida adulta do ani-
mal, sobre a microbiota oral. Essa microbiota sofre
alteracdes significativas decorrentes de modifi-
cacoes sofridas nos fatores externos, ou daque-
les relacionados ao hospedeiro e ou as bacté-
rias>4>17-20 Neste estudo, a andlise da microbiota
oral obtida da cavidade oral dos animais, revelou
que o grupo Desnutrido apresentou uma micro-
biota com um maior nimero de bactérias, qguando
comparada ao grupo Nutrido. Esse aumento pode
ter sido consequiente a manipulacao nutricional
sofrida no periodo de aleitamento.

A desnutricao precoce sofrida no grupo de
animais pesquisados pode ter sido um dos fatores
gue levou a essa alteracdo. A maioria desses
microorganismos, que compdem a microbiota,
pode ser encontrada na cavidade oral de individuos
saudaveis. Portanto, em consequéncia as altera-
c6es de determinados fatores, como a nutricdo,
pode ocorrer um desequilibrio entre a microbiota
e 0 hospedeiro. Tal fato predispode a instalacao de
processos inflamatérios e/ou infecciosos®?'-%4,
Apesar de neste trabalho ter havido manutencao
qualitativa do padrao de normalidade da micro-
biota, foi observada uma maior quantidade de
bactérias nos animais desnutridos precocemente,
e isto pode proporcionar um desequilibrio entre
as bactérias da microbiota e o hospedeiro. Totti
et al.”, Darby-Curtis', Yao et al.?> e Beckers &
van der Hoeven? afirmaram que sdo varios os

fatores que contribuem para mudancas na compo-
sicdo da microbiota como: determinadas caracteris-
ticas genéticas e raciais, idade, maturidade do
sistema imune, dieta, puberdade, erupcdo dos
dentes deciduos e permanentes, higiene oral,
carie, enfermidade periodontal ou infeccao,
diminuicao do fluxo salivar e uso de medicacoes.

Neste estudo, pela ordem das freqliéncias,
as bactérias aerdbias encontradas foram: Bacillus
sp., Corynebacterium sp., Enterococcus sp.,
Staphylococcus aureus, Streptococcus viridans,
Staphylococcus coagulase negativo, Staphylococcus
saprophyticcus, Citrobacter, Escherichia coli e
Pseudomonas. Destas, 70% foram de bactérias
gram-positivas e 30% de bactérias gram-negativas.
Tais percentuais indicam que a prevaléncia encon-
trada para as bactérias foi a mesma encontrada
na microbiota normal para os dois grupos. Es-
ses dados sdo concordantes com outros estu-
dos'?7.28 que se referem a até 80% de bactérias
gram-positivas na microbiota normal da cavidade
oral. Quanto ao numero de eventos, as bactérias
mais frequentes foram: Bacillus sp. e Streptococcus
viridans, que apresentaram 57 eventos, e a menos
freqUente foi a Enterococcus, com 4 eventos. Estes
dados sao semelhantes aos observados em
outros trabalhos?*#202324 De acordo com Burton &
Engelkirk?, a microbiota da cavidade oral é muito
diversificada e se estima que a saliva contém em
torno de 108 bactérias/mL. Neste estudo, os resul-
tados encontrados sobre o crescimento bacte-
riano foram menores, na ordem de 106 bacté-
rias/mL e esse achado, provavelmente, pode ser
explicado pelo fato de ndo terem sido incluidas
na pesquisa as bactérias anaerobias.

Conclui-se que, nas condicoes deste tra-
balho, a desnutricdo no periodo de lactacéo,
seguida de recuperacdo nutricional, acarreta redu-
cao do peso corporal a partir do 5° dia de vida
pds-natal, mantendo-se até a vida adulta. Ocorre,
também, uma alteracdo da microbiota oral consis-
tindo em aumento na quantidade de bactérias,
porém, ndo houve interferéncia na qualidade das
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bactérias, ja que prevaleceram o mesmo padrao
e 0s mesmos eventos referentes as bactérias aeré-
bias, presentes nos animais com nutricdo adequa-
da. O aumento da quantidade de bactérias da
microbiota oral, mesmo mantendo o mesmo pa-
drao bacteriano, pode desencadear um dese-
quilibrio acarretando prejuizo na resposta de
defesa do hospedeiro.
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