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ARTIGO ORIGINAL

ORIGINAL ARTICLE

Aspectos histologicos e
ultraestruturais da lingua em
ratos desnutridos

Marilda Aparecida Milanez Morgado de Abreu’,
Luc Louis Maurice Weckx? Cleonice Hitomi
Watashi Hirata’

Resumo

Poucos estudos sobre os efeitos da desnutricio protéi-
co-calorica na mucosa oral sio encontrados na literatura.
Objetivos: O objetivo deste trabalho é verificar os efeitos
da desnutricio protéico-calérica na mucosa da lingua de
ratos adultos, envolvendo microscopia optica e eletronica de
varredura. Materiais e Métodos: Um estudo experimental
foi realizado em trinta ratos Wistar, 15 controles e 15 com
desnutricao protéico-calérica. O tltimo grupo recebeu racao
em pequena quantidade, com menor conteido de caseina,
durante 45 dias. Os ratos foram pesados a cada 3 dias, do
primeiro (90 dias de vida) ao dltimo dia (45 dias de dieta),
quando foram sacrificados. Foi realizada eletroforese de
proteinas plasmaticas e as linguas foram preparadas para
microscopia 6ptica comum e eletronica. Para anilise esta-
tistica utilizou-se andlise de variancia e teste T de Student.
Resultados: Foi observada uma significante diminuiciao no
peso e nas proteinas plasmaticas dos ratos com desnutri¢io
protéico-calérica em relacio ao grupo controle. A andlise
histologica nao mostrou diferencas entre os dois grupos, e
os resultados, com respeito a contagem das papilas filiformes
da mucosa lingual pela microscopia eletrdnica, nio revelou
diferencas estatisticamente significantes entre os grupos. Con-
clusio: A desnutri¢io protéico-calorica ndo causa alteragcoes
na mucosa da lingua de ratos adultos.

Histological and ultrastructural
aspects of the tongue in
undernourished rats

Palavras-chave: desnutrico protéico-caldrica, histologia,
lingua, microscopia eletronica de varredura.
Keywords: protein-energy malnutrition, histology, tongue,
scanning electron microscopy.

Summary

There are few published studies on the effects of protein-
caloric undernourishment on the oral mucosa. Objectives:
The objective of this study is to verify the histological and
ultrastructural aspects of the tongue mucosa in protein-caloric
undernourished adult rats. Material and Methods: A clinical
experimental study was done in thirty Wistar rats, 15 controls
and 15 with protein-caloric undernourishment. The last group
received ration in small amounts, with a reduced casein
content, during 45 days. Rats were weighed every 3 days,
from the first (90 days of life) to the last day of a 45-day dietary
period, when they were sacrificed. Plasma was used for
protein electrophoresis and their tongues were prepared for
light and scanning electron microscopy. Analysus of variance
and Student’s t-test were used for statistical analysis. Results:
A significant decrease in weight and in plasma proteins was
found in protein-caloric undernourished rats compared to the
control group. Histological findings revealed no differences
between the two groups and there were no statistically
significant differences in the filiform papilla count under the
scanning electron microscopy. Conclusion: Protein-caloric
undernourishment does not cause alterations in the tongue
mucosa of adult rats.
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INTRODUCAO

Embora muitas manifestacdes clinicas na boca,
tais como atrofia da mucosa lingual, perda de papilas e
queilite angular, sejam frequentemente relacionadas a
etiologia nutricional, hd poucos estudos sobre os efeitos
da desnutricio protéico-calérica na mucosa oral, particu-
larmente na lingua'*.

Winkler e Nakamoto, em 1982, estudaram os efei-
tos da desnutricio pré-natal no desenvolvimento tecidual
da cavidade oral em ratos recém-nascidos. Descreveram
nos animais desnutridos alteracoes histoldgicas na lingua,
demonstrando que as células eram em ndmero menor,
mas maiores em tamanho. A desnutricio também afetou
germes dentais dos dentes incisivo e molar. Os resultados
indicaram que uma ingestio adequada de proteina € ex-
tremamente importante para o desenvolvimento saudavel
dos dentes e da lingua.

Aldred et al., em 1989°, relataram o aumento de
leveduras na boca de criancas desnutridas sem outras
alteracoes clinicas evidentes.

O objetivo deste trabalho € o estudo dos efeitos
da desnutricio protéico-calorica na mucosa da lingua de
ratos adultos, envolvendo microscopia Optica e eletronica
de varredura.

MATERIAIS E METODOS

Foi realizado um estudo experimental em trinta
ratos variedade “WISTAR”, com 90 dias de idade, pesan-
do de 180 a 220 gramas. Os animais foram colocados em
gaiolas individuais de tamanho 40 x 20 x 13 cm contendo
serragem € dgua sem restricoes.

Os animais foram randomizadamente divididos em
dois grupos de 15 ratos cada. O primeiro grupo (controle)
recebeu racao composta de caseina (18%), milho (4%),
sal (4%), polivitaminas (1%), benzoato (0.1%), 6leo (8%),
acucar (10%), amido de milho q.s.q. (100%). O segundo
grupo (com desnutricao protéico-calorica) recebeu uma
racao similar, mas com alteracdes na composicao relati-
vas ao contetdo de caseina, de 18% no grupo controle
e de 1% no grupo do estudo, dadas na quantidade de 6
gramas/dia.

Os ratos eram pesados a cada 3 dias, do primeiro
dia (90 dias de vida) ao ultimo dia do periodo de 45 dias
de dieta. Nessa data, os animais, apds terem sido pesados,
eram sacrificados por decapitacio usando uma guilhotina.
Ap0s coleta de sangue, o plasma obtido pela centrifugacio
foi usado para a realizacao de eletroforese de proteinas.

A lingua foi cortada e completamente removida. A
porciao anterior foi dividida em fragmentos para micros-
copia Optica comum e eletrdnica.

Os fragmentos foram incluidos em parafina e os
cortes obtidos, usando micrétomo, foram corados pela
técnica da hematoxilina e eosina (HE). As laminas foram

estudadas sob um microscopio Optico comum com um
aumento de 50 a 400 vezes, considerando os seguintes
pardmetros: presenca ou auséncia de uniformidade nas
camadas epiteliais; presenca ou auséncia de infiltrado infla-
matoério na lamina propria; presenca ou auséncia de dreas
com perda de papilas (papilas filiformes e fungiformes)
na metade anterior da lingua. No primeiro caso, presen-
¢a ou auséncia de uniformidade nas camadas epiteliais,
uniformidade foi considerada como a distribuicao regular
das camadas com maturacao celular similar.

Com relac¢2o 2 microscopia eletrOnica, foram estuda-
dos 7 casos do grupo controle e 7 casos do grupo de ratos
com desnutricao protéico-calorica. O nimero de papilas
filiformes da lingua foi considerado como um parametro
neste estudo e sua contagem foi feita por fotos obtidas do
material proveniente da microscopia eletronica, usando um
filme branco e preto VP 120. Os critérios de inclusio foram
os seguintes: contagem do nimero de papilas filiformes
integras (com uma base e uma projecao conica), contadas
nas fotos ampliadas em 100 vezes no tamanho de 9X9
cm usando uma drea de 2.3 cm2 de tamanho, e em cada
caso contando 5 a 10 dreas; papilas tangenciais as bordas
esquerda e inferior dessas dreas eram incluidas; papilas
tangenciais as bordas direita e superior eram excluidas;
areas com papilas fungiformes eram excluidas’.

Para a analise estatistica dos resultados, foi usada
analise de variancia para comparar a média dos pesos
dos animais, a eletroforese de proteinas e a contagem
do numero de papilas. Para estudar as diferencas entre
as duas amostras foi usado o teste T de Student para
amostras independentes® com nivel de significincia de
0.05 ou 0.5%.

RESULTADOS

Em relacio ao peso corpéreo dos dois grupos, foi
observado um aumento no peso dos animais controle du-
rante o periodo de 45 dias e uma diminui¢ao nos animais
com desnutricio protéico-calorica. A andlise estatistica
revelou uma diferencga significante entre as amostras no
45° dia, como pode ser visto no Grifico 1.

|Altura

@ Controle
@ Desnutridos

L ! 3 6 9

12 15 18 21 24 27

Dias

30 33 36 39 42 45

Grafico 1. Histograma das médias do peso corporal dos ratos dos
grupos controle e com desnutrigao protéico-calérica durante o periodo
de 45 dias.
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Os resultados com respeito ao perfil da eletroforese
das proteinas plasmdticas no 45° dia revelaram uma dimi-
nuicao significante nas proteinas plasmadticas total no grupo
com desnutricao protéico-caldrica quando comparado ao
grupo controle (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1. Resultados da eletroforese das proteinas plasmaticas dos
ratos, nos grupos controle e com desnutricdo protéico-calérica, no 45°
dia (medidas de proteinas totais em unidades densitométricas).

Caso Grupo Grupo com desr]qtrigéo protéico-
controle calérica

1 280 210
2 310 200
3 310 215
4 270 200
5 300 230
6 270 205
7 320 200
8 288 215
9 276 220
10 337 230
11 327 200
12 300 220
13 317 259
14 280 260
15 326 250
Média 301 221
Desvio padrao 22 20

Tabela 2. Andlise de variancia dos resultados de densitometria da
eletroforese total dos ratos nos grupos controle e com desnutricao
protéico-caldrica.

Teste
Fontes de variagbes Graus de liberdade -
calc T crit.

Ratos com desnu-
tricdo protéico-ca- 14 10,04 (%) 2,05
|6rica
Ratos do grupo

14
controle

28

Em relagcao a microscopia Optica comum, a andlise
dos achados histologicos nao mostrou diferencas entre os
grupos controle e com desnutricio protéico-calorica, com
respeito aos parimetros considerados (Figuras 1 e 2).

Os resultados referentes ao estudo histologico, a
microscopia Optica comum, da mucosa lingual nos ratos
dos grupos controle e nos ratos com desnutricio protéico-

Figura 1. Fotomicrografia de seccao sagital de papila filiforme. Epitélio
estratificado de mucosa lingual normal dos ratos do grupo controle
- Ampliacao 100X.

Figura 2. Fotomicrografia de seccao sagital de papila filiforme. Epitélio
estratificado de mucosa lingual normal dos ratos com desnutricao
protéico - caldrica - Ampliagcao 100X.

caldrica demonstraram presenca de epitélio estratificado
com camadas uniformes em 15 casos de ambos os grupos.
Nenhum dos dois grupos apresentou infiltrado inflamatério
ou areas com perdas de papilas. Observou-se ceratinizacio
da face ventral da lingua em 2 casos do grupo controle, o
que nao ocorreu em nenhum caso do grupo com desnu-
tricio protéico-caldrica, sendo que a camada de ceratina
estava espessada em 1 caso do grupo controle, alteracio
esta também nao observada no grupo com desnutri¢io
protéico-calorica.

Os resultados referentes a contagem das papilas
filiformes na mucosa lingual dos ratos dos grupos controle
(7 casos) e dos com desnutricao protéico-calorica (7 casos)
pela microscopia eletronica nao revelou diferencgas esta-
tisticamente significante entre os dois grupos, como pode
ser observado nas Tabelas 3, 4 e 5 (Figuras 3 e 4).
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Tabela 3. Contagem das papilas filiformes da metade anterior da lin-
gua por unidade de area de 2.3 cm2. Ampliacao 100x; grupo controle
(eletromicroscopia).

ci:ter())(l)e NUmero de papilas por area considerada
C1 11 13 9 11 9 11
Cc2 15 14 17 15 16
C3 18 17 17 17 17
C4 17 20 20 17 17
C5 10 10 8 9 10 11
Cé6 11 13 11 13
C7 12 11 13 12 12
Média 13,44
R
Soma 484
23 g::la:addooss 6900

Tabela 4. Contagem das papilas filiformes da metade anterior da
lingua por unidade de area de 2.3 cm2. Ampliagcao 100x; grupo com
desnutricao protéico-caldrica (eletromicroscopia).

Grupo com desnutri-

- . . Numero de papilas por area considerada
¢ao protéico-caldrica

D1 17 18 15 19 15

D2 16 14 10 12

D3 11 12 14 11

D4 14 14 15

D5 13 12 10 11 15 10
D6 11 11 11 14

D7 11 11 11 12

Média 13

Desvio padrao 2,41

Soma 390

Soma dos quadrados 5244

Tabela 5. Andlise de variancia do numero de papilas filiformes da
metade anterior da lingua por unidade de area.

Graus de liberdade Teste
Tcalc Terit
No de p_a?llas nos ratos com 30 060 2.00
desnutricao protéico-calorica
No de papilas nos ratos do 36
grupo controle
Total 66

Figura 3. Fotomicrografia da metade anterior da superficie dorsal da
lingua de rato adulto. Papilas filiforme e fungiforme com papila gusta-
téria sobre o seu topo. Grupo controle. Ampliacéo original de 200X.

Figura 4. Fotomicrografia da metade anterior da superficie dorsal
da lingua de rato adulto evidenciando papila que inclinou na diregao
antero-posterior. Grupo com desnutricao protéico-calérica. Ampliacao
original de 200X.

DISCUSSAO

A desnutricao € um dos maiores problemas de sau-
de publica do mundo, sendo a protéico-calorica uma das
formas mais graves de desnutricio. Afeta especialmente
criangas dos paises mais pobres, onde apresenta uma alta
prevaléncia, estimada em cerca de 1/3 na faixa etdria de
zero a cinco anos’.

A Organizacao Mundial da Satude define desnutricao
protéico-calorica como “a gama de condicoes patologicas
que aparecem por deficiéncias de aporte, transporte ou
utilizacao de nutrientes por células do organismo, asso-
ciadas quase sempre as infeccoes, ocorrendo com maior
freqiéncia em lactentes e pré-escolares™’.

A desnutricao protéico-calorica é causa de varias
manifestacoes clinicas, e as alteracdes mais aparentes sao
aquelas que se verificam nas medidas e no peso, tanto

REVISTA BRASILEIRA DE OTORRINOLARINGOLOGIA 72 (4) JuLHO/AGosto 2006
http://www.rborl.org.br / e-mail: revista@aborlccf.org.br



do corpo como um todo quanto dos diversos 6rgaos. Ela
ocorre numa seqiiéncia que varia desde a deficiéncia pro-
téica exclusiva (Kwashiorkor) até a deficiéncia protéica e
cal6rica (Marasmo)''. No homem, a deficiéncia nutricional
nunca € exclusivamente calérica ou protéica, ocorrendo
sempre a associacado de ambas.

Na medicina ha uma forte associacao entre des-
nutricao protéico-calérica e hipovitaminose com quadros
clinicos de glossite e mesmo estomatites em geral'*. Neste
estudo, a dieta hipoprotéica e hipocalérica durante 45 dias
produziu uma desnutriciio efetiva aos 90-dias de idade nos
ratos, como mostrado pelas diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos com desnutricio protéico-
calorica e controle, com relacio tanto a perda de peso
quanto a diminui¢ao nas proteinas totais. Entretanto, o es-
tudo histolégico do epitélio da lingua dos ratos submetidos
a desnutricao protéico-calorica, tanto sob a microscopia
optica comum, quanto sob a microscopia eletronica, nao
revelou alteracdes como glossite ou perda das papilas
filiformes da lingua.

Na revisao da literatura nao ha trabalhos sobre os
efeitos da desnutricao protéico-caldrica especificamente
sobre a mucosa lingual ou oral. Um tnico trabalho descre-
ve alteracdes na desnutricao pré-natal’. Em contraste, ha
varios relatos sobre as alteracoes clinicas, histologicas ou
ultraestruturais da mucosa lingual na anemia por deficién-
cia de ferro, sobretudo durante a gravidez e puerpério'*'?,
e para a deficiéncia de vitamina, particularmente deficién-
cia de vitamina B que descrevem na mucosa lingual
alteracoes tais como lobulagoes, fissuras, edema e perda
de papilas. Esses estudos estio em concordancia com a
nossa pratica clinica didria, na qual sao observados qua-
dros de glossite ou perda de papilas lingual em pacientes
com anemia por deficiéncia de ferro, enquanto que na
desnutricao protéico-caldrica, freqliente em nosso meio,
nao se observa alteracdes clinicas evidentes na mucosa
lingual.

Certo limite ocorrido na metodologia empregada
nos impede de afirmar que niao hd qualquer alteracao
na mucosa lingual nos animais submetidos a desnutricao
protéico-calorica, ja que estudamos animais somente na
fase adulta. Se também tivéssemos estudado animais na
fase de crescimento ou ainda na fase pré-natal, onde a
desnutricao os afeta com maior intensidade, talvez tivés-
semos encontrado alguma alteracao evidente. Um outro
aspecto a considerar seria o do tempo de desnutricio. Uma
desnutricio cronica, como descrevem alguns autores' !,
talvez poderia levar a alteracdes. Portanto, esse estudo
abre campo para novos grupos e novos métodos.

A busca do entendimento do que ocorre na mucosa
da lingua na desnutricio protéico-calorica, usando outra
espécie animal, traz a dificil tarefa da extrapolacio dos
resultados obtidos nesses animais para os seres humanos.
Apesar de nao termos encontrado na literatura estudos
comparando a mucosa da lingua entre as distintas espé-
cies, sabe-se que o rato tem similaridades biologicas que
o aproximam dos seres humanos, sendo o animal mais

utilizado em estudos experimentais®.

Finalizando, para nés, o fato de considerarmos o
conceito de glossite ligado a desnutricio ou hipovitami-
nose em geral, ndo significa que estejamos excluindo a
possibilidade de novas revisdes sobre o assunto, pois a
busca de outras causas deverd constituir sempre objeto
de pesquisa. Novos estudos, usando um tempo mais
prolongado de desnutricio crénica protéico-calorica, ou
realizados em animais nas fases de desenvolvimento, ou
mesmo na fase pré-natal, poderia adicionar outros ele-
mentos para elucidar essa questao.

CONCLUSAO

Do estudo histologico e ultra-estrutural da mucosa
da metade anterior da lingua de ratos com 90 dias de vida,
submetidos a desnutricao protéico-calérica por 45 dias,
pode-se concluir que:

e A desnutricao protéico-calorica nio causa altera-
¢oes na mucosa da lingua de ratos adultos.
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