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1. INTRODUGAQ

",

A enzima Ca’t-ATPase desempenha importante papel
no transporte dos ions cilcio através da membrana plasmitica e
das organelas celulares.

A concentracido dos ions cilcio dentro de COompAar-
timentos intracelulares é de grande importancia bioldgica, tan
to no gue diz respeito a reserva de cadlcio para as reagdes en-
zimaticas celulares como também na redugio da concentragio dos
ions calcio livres do citosol, uma vez que em concentracio aci

ma de 107°

M, ele se torna toxico para a célula.

Infimeros s3o os processos biogquimicos celulares
dependentes do ion calcio. Pode-se dizer gue o ion célcic é es
gencial ao funcionamento da magquindria celular, seja como ati-~
vador enzimatico, como modulador da conformagdo proteica ou
como participante de processos guimicos extracelulares.m_

Com relacio ao gérmen dental, a Ca++—ATPase‘par~
ticipa ativamente no transporte e na concentra¢ido do cdlcio ce
lular e também no processo de mineralizac¢®o bioldgica.

Como se sabe, 05 tecidos do gérmen dental, que
compdem © drgio do esmalte e a papila dentéria, irao se trans-
formar em tecidos calcificados do esmalte e da dentina, respec
tivamente.

Durante o processo de calcificacio do germen den
tal, o transporte e o armazenamento de Ions calcio se proces-

sam com grande rapidez, movidas pela necessidade de calcio da

matriz orgdnica em fase de mineralizacao.
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Durante o processo de mineralizagio, o gérmen den
tal estd sujeito & influéncia de virios fatores sistémicos que
podem interferir favoravel ou desfavorf@velmente na formacio do
dente e, conseguentemente, tornd-lo mais ou menos resistente as
agressoes do meio ambiente apds seu irrompimento na cavidade bu
cal.

Um desses fatores, e gque tem merecido a atencao
dos pesquisadores por mais de 5 décadas, sd80 os elementos tra-
¢os. Estes elementos sdo encontrados normalmente em guantidades
muito pequenas no organismo animal, mas sdo de fundamental im-
portancia para os variados processos biolGgicos. O fato desses
elementos serem encontrados em concentragoes infimas, denuncia
por si mesmo a sua grande reatividade. Isto significa que um pe
gqueno aumento na concentragao destes elementos pode ocasionar
sérios distirbios para o organismo.

Neste trabalho procura-se selecionar alguns ele-
méntes traéos gue estejam relacionados com a carie dentaria
{MUHIER et al 1957; TANK & STORVICK, 1960; HADJMARKOS, 1966; CUR
ZON & CROCKER, 1978) e estudar, "in vivo e "in vitro", a sua in
terferéncia no metabolismo do gérmen dental avaliando a ativida

de da Ca++~ATPase em diversas condigdes.
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2. PROPOSICAO

Este trabalho tem por objetivo avaliar a influen-
cia, "in vivo" e "in vitro", dos seguintes elementos tragos:
Flior (NaF) , Cobalto(CoCl,), Molibdénio(NH4M04), Niquel(&iClz) ;
Vanédia(NaV03) e Selénia(NaSe03), na atividade da Ca++~ATPasEsdo

germen dental do rato.
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3. REVISTA DA LITERATURA

3.1, Distribuicdo e Funcgaoc da Ca++~ATPase do Germen Dental

HEYDEN & FROM(1969) demonstraram, mediante técni-
ca histoguimica, a presenca da ATPase (Ca++—ATPase) no gérmeh
dental de molares de camundongos. A enzima aparece aos 17 dias
de vida intrauterina (fase de capuz adiantado} e se distribue
preponderantemente no epitélio externo, reticuloc estrelado e ex
trato intermediario. Nenhuma reagdoc foi evidenciada no epitélio
interno e na papila dentaria (polpa primitiva)., Acs dois dias
de vida extrauterina, correspondente a fase avancada de forma-
cao da matriz do esmalte e da dentina, 506 foi observada a rea-
¢d3o enzimitica nos ameloblastos. Devido a presenga constante da
ATPase nos germens de molares de camundongos ~durante a forma-
¢Bo da matriz dentindria e da matriz do esmalte, os autores su-
portam a idéia de que esta enzima esteja implicada no processo
de mineralizagdo bioldgica.

HEYDEN(1970) realizou um estudo histoquimico da
distribuicdo da ATPase no gérmen dental de molar de camundongo
durante a fase de irrompimento da corda dental. Aos 7 dias de
idade, o gérmen dental apresenta intensa atividade da ATPase nos
vasos sanguineos adjacentes ao Orgdo do esmalte. Os ameloblastos
e odontoblastos nifo apresentam rea¢ao evidencidvel. RAos 10 dias
de idade (irrompimento da corda dentaria) um rico suprimento vas
cular & observado sob o epitélio queratinizado e na area central
do tecido conjuntivo. Uma intensa atividade da ATPase & observa-

da nos vasos sanguineos. Os ameloblastos apresentam uma reagao
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modesta. O autor descreve, neste trabalho, uma fraca atividade
da-ATPase no gérmen dental apds a descalcificaclo com EDTA; con
tudo, durante a formagdo da matriz org3nica, os ameloblastos e
odontoblastos apresentam reagao mais intensa. Por esta razag
estes dados confirmam, emlparte, a idéia da participacglo da
ATPase na mineralizagdo do gérmen dental. O autor conclue que
a intensa atividade ‘da ATPase nas células endoteliais sugerem
um papel desta enzima no transporte de nutrientes atravas da
barreira celular.

SERVERSON(1971) demonstrou, por método histogui-
mico, a presenca da ATPase na regido germinal do dente incisi-
vo de camundongos adultos. 0Os ameloblastos da zona de matura-
¢do do esmalte apresentam reacgdo positiva. As células do extra
to intermediario e do reticulo estrelado apresentam reagio mo-
derada. 0s odontoblastos apresentam fraca reacdo. As células da
polpa ddo reacdo negativa. O autor conclue que a ATPase, encon
trada nos ameloblastos nas fases de secregaoc e de maturagac do
esmalte, estd associada a& presenga de mitocOndrias na regido
apical destas célulasg, e gue a hidrdlise do ATP nesta  regido
deve servir nio somente para a liberacdo de energia para o
transporte ibnico como também fornecer os ions fosfatos  para
a mineralizacao da matriz org@nica.

La ROCHE(1971), utilizando métode histoguimico ,
estudou a distribuicfo da ATPase no gérmen dental de molares
de coelho durante a fase intrauterina até ao nascimento. Aos
22 dias de vida intrauterina, a ATPase estd presente no epitée-
lic externoc, reticulo estrelado, extrato intermedidrio, odon-
toblastos, polpa periférica e regiao perivascular da polpa Aos

24 dias observa-se uma forte reagdo no epitélio externo, reti-
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culo estrelado, extrato intermediario, odontoblastos, polpa pe-
riférica e regido perivascular. Aos 26, 28 e 29 a distribuicao
da ATPase & semelhante aos 24 dias apenas com o aparecimento da
atividade na regido apical dos ameloblastos.

No 12 dia apds o nascimento, observa-se o irrompi
mento do primeiro molar; fato este que & acompanhado de uma di-
minuicao da atividade da ATPase, exceto na zona odontoblastica,
sub-odontoblastica e nas regiGes perivasculares da polpa.

0O autor conclue que a ATP&se é encontrada nas re-
gides que participam do desenvolvimento das células que elabo-
ram a‘ﬁineralizacéo do dente, isto &, nas células nutridoras dos
ameloblasfos e odontoblastos. Ao final da odontogénese a ativi-
dade da ATPase diminui a ponto de desaparecer.

MAGNUSSON & LINDE(1974) demonstraram, por método
histoquimico, a presenca da ATPase em germens dentais dé mola-
res de camundongos recém-nascidos. As células do extrato inter-
mediario e odontoblastos revelaram intensa atividade enzimatica
como também os vasos sanguineos adjacentes. O epitélio externo
apresentou baixa atividade. Os pré-ameloblastos e ameloblastos
secretores apresentaram reacado positiva. A ATPase foi locali-
zada no citoplasma basal do ameloblasto. Quando o inibidor de
fosfatases nao especificas, R-8231, foi adicionado ao meio de
incubacdo, a reacdo para ATPase s6 foi bem evidenciada nos ame-
loblastos e vasos sanguineos. Os autores concluem que, devido
ao tipo de inibicdo especifica e da dependéncia de‘ions, a ATPa
se demonstrada para os ameloblastos e odontoblastos é a Ca++-
ATPase.

Um estudo bioquimico da catt-aTrPase do gérmen den

tal do feto de porco foi realizado, através da centrifugacao fra
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cionada. Os autores concluem que a Ca++—Mg++ATPase da  polpa
dentaria pode estar implicada no processo de mineralizagdo den
tinaria.

GRANSTRSM & LINDE{1976) utilizaram método bio-
quimico para o estudo da ATPase de odontoblastos do incisivo
de ratos. Esses autores prepararam um homogenado da camada gde
odontoblastos e pré-dentina, isolados por escavacio dos den-
tes incisivos de ratos, e prepararam um homonegado destas cé-
lulas gque serviu como fonte de ATPase. Para a avaliagao da
atividade enzimatica, utilizaram vArios substratos (ATP-ADP-
UTP-AMP-ITP) em diferentes condigdes de pH, concentragdo de
substrato e ativadores, na preseng¢a do inibidor de fosfatases
nao especificas (R-8231).

Os dados experimentais apresentados indicam que
existe nos odontoblastos duas enzimas gue hidrolisam ¢ ATP ,
nas condigdes utilizadas, isto &, uma catt-aTPase e uma fosfa
tagse alcalina. 0s autores concluem que a Ca++~ATPase “odonto-
blastica deve estar implicada no processo de mineralizagdo den
tinaria.

ABIKO et alii(1976) identificaram dois tipos de
ATPase em microssomos cobtidos por centrifugaglo fracionada de
haﬁogenadcs da polpa dental de incisivos de coelhos. A catt-
ATPase tem pH Otimo em 8,6 e a Mg++*ATPase em 2,2. Estas duas
enzimas da polpa de incisivos diferem de enzimas semelhantes
de outros orgaos do coelho. Os autores concluem que a catt-
ATPase da polpa deve estar relacionada com 0 processo de ming
ralizagio dentindria.

MORNSTAD & SUNDSTROM(1976) avaliaram a ativida-

de da ATPase do gérmen dental de molares de ratos com g
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dias, utilizando método histoquimico em cortes descalcificados
e nBo descalcificados. Utilizando ions metilicos bivalentes co
mo ativadores{0a++—Mg++L eles demonstraram a presenca da ATPa-
se especifica na regilo apical de ameloblastos em fase de matu
ragdo. Os autores concluem a convenidncia do método histoquimi
co da captura por ions de chumbo em pH alcalino para a demonsg-
tragio da ativagdo da ATPase por ions metilicos bivalentes.

Atraves de metodologia bioguimica, ABIKO(1977) de
terminou a localizagao sub-celular da ATPase em polpas de den-
tes de coelho. A maior concentracao da atividade da ATpPase foi
encontrada na fracao microssomal. Duas ATPases, ca’te Mg++ de~
pendentes, foram identificadas e estudadas as suas proprieda-
des. A Ca't-ATPase da polpa de dentes de coelho difere da catt-
ATPase de outros Orgdos, particularmente no que diz respeito aos
inibidores. A Ca''-ATPase da polpa nao & inibida por fluoretona
concentragdo de ImM. O autor sugere a hipdOtese da ca*?-aTPase es
tar implicada na calcificacac dentinaria.

MSRNSTAD(lQ??), através de método biogquimico, es-
tudou as propriedades da ATPase de homogenado de Srgao de esmal
te de dentes incisivos do rato, utilizando meio de incubagac de
métodos histoguimicos, com o objetivo de avaliar os produtos de
hidrélise do ATP e a influéncia do chumbo empregado como  meio
de captura do fosfato, na hidrdlise nao enzimdtica do ATP. Os
resultados obtides indicam gue o chumbo em pH 7,2 inibe a ATPa-
se e provoca uma fraca hidrdlise do ATP; em pH 9,4 produz uma
acentuada hidrdlise nao enzimdtica do ATP.

Um amplo estudo da cinética enzimatica da catt-
ATPase foi realizado por MSRNSTAD(IQ?B) em homogenado de or-

gdo do esmalte de dentes incisivos de rato. Os resultados obti
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dos com relagao aos parametros enzimAticos foram 0s seguintes:
os principais produtos da reagio foram ADP para a reagao ini-
cial até 10 minutos e ADP e AMP apds 30 minutos.

GRANSTRBM et al{(l979) purificaram a ca*t- ATPase
e a fosfatase alcalina de odontoblastos de incisivos de ratos
através de método bioquimico de extrac¢io com butanol e EDTA e
posterior filtracao molecular em gel "Sepharose 4B", Pela elu-
icao da cromatografia em gel obtiveram dois tipos com ativida-
de enzimatica. A fracdo I, de peso molecular 49.000 daltons a-
presentou atividade enzimatica com o ATP, p-nitrofenil fosfato
e pirofosfato inorganico e foi inibida pelo R-8231 (inibidor de
fosfatase alcalina). A fracdo II, de peso molecular 18.000 dal
tons, apresentou atividade com o ATP e ndo foi inibida pelo
R-8231. Os autores concluem qgue a hidrdlise do ATP em pH alca-
lino (8,0), pelo homogenado de odontoblastos, & feito por
duas enzimas distintas, isto &, a fosfatase alcalina e a Ca++—
ATPase e que ambas devem estar envolvidas no processo de trans
porte de cilcic e mineraliza§5o da dentina.

MENANTRAU{1981), utilizando método biocquimico da
centrifugagao fracionada de homogenado de polpa de germens den
tais de molares bovinos, identificou trés enzimas capazes de hi
drolisar o ATP em pH alcalino. Uma delas, inibida totalmente na
presenca de l-p-bromotetramisole {R-30402), se identifica 'com
a fosfatase alcalina. As outrés duas ATPases se distinguem pe-
lo pH &6timo {8 e 10} e pela distribuicdo subcelular. Ambas as
enzimas sao ativadas pelo Mg++ e pelo ca’tt, até a concentracio
Stima de 3mM. O Mg++ em alta concentracdo (maior 5mM) &€ inibi-
dor da ATPase (pH 8,0)e da fosfatase alcalina.

LE BELL(1981) isolou, de polpa de dentes humanos

et
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a enzima ATPase, ativada por ions Ca++ e Mg++. 0 método emprega
do foi o da extragdoc com sclventes {(triton x-100), homogeneiza-
cao e centrifugaqéo. A enzima obtida possue pH Stimo de 9,0 e
ndc & inibida por concentragdes elevadas (10mM) de ca’t & Mg .
O uso de tetramisole (2mM) no meio de incubacdo inibiu 30% da
atividade enzimatica de hidrblise de ATP em pH alcalino, o que
equivale dizer gue esta porcentégem de hidrdlise do ATP & devi-
da 2 fosfatase alcalina. Os resultados obtidos indicam que se
trata de uma mesma enzima ativada por ions Ca++ e Mg++.
CRENSHAW & TAKANO(1982) avaliaram histoquimicamen
te, utilizando a microscopia eletrdnica, a distribuicBo da ATPa

45ca*™) no 6rgdo do esmalte do den-

ge e, do calecio radicativo {
te incisivo de rato. Nos amelabléstos secretores, a Ca++-ATPase
se distribue uniformemente na.membrana plasmatica. Na fase de
maturagao, a Ca++-ATPase se distribue na membrana proximal dos
ameloblastos {adjacente & camada papilar). Com excegdo do endo-
télio dos vasos sanguineos, a ca™T-ATPage nio & encontrada nas
célulag da camada papilar do Orgaoc do esmalte. Os autores con-

45Ca++ no ameloblasto secretor é medi

cluem que o transporte de
do pela ca*t-ATPase da membrana plasmatica e no ameloblasto em
fase de matura¢ido é mediado pela Ca++—ATPase da membrana distal
do ameloblasto, com membrana em escova e por difusaoc passiva e
por troca com ions Na' nos ameloblastos com membrana lisa.
SALAMA et A1i{1985) identificaram, por método his~
toquimico, a Ca++—ATPase do 6rgic do esmalte do incisivo de ra-
to., Usandoc no meio de incubagac ouabaina (inibidor da K-Na~ATPa
se) e levamisole {inibidor da fosfatase alcalina), detectaram

uma intensa reac8o enzimidtica na membrana plasmatica do amelo-

blasto secretor e nas células da camada papilar. Os ameloblas-
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tos, na fase de maturag¢do, apresentaram intensa atividade na
mgmbrana plasmatica da bordadura em escdva. Sequndo os auto-
res, a Ca++~ATPase, devido sua localizacdo plasmitica e seu
papel no transporte de cilcio, deve exercer um importante pa-
pel no processo de mineralizacio do esmalte.

TAKANC et al{l986) evidenciaram, por métodoe his
toguimico e microscopia eletrBnica, a distribuicdo da ca’ ’t-
ATPase e da fosfatase alcalina no O0rgdo do esmalte e na papi~
la dentaria durante o est@gio inicial da mineralizacio do es-
malte e dentina do incisivo de rato. A Ca' -ATPase foi locali
zada na cisterna de Golgi, vesfcula citoplasmitica e ac lon-
.‘go da superficie dos ameloblastos pré-secretores e secretores,
enquanto que esta totalmente ausente nos odontoblastos. De
modo contrario, a fosfatase alcalina foi localizada ao longo
da superficie externa dos odontoblastos, mas totalmente ausen
te nos ameloblastos. 0Os autores sugerem que a Ca++-ATPase, en
contrada nas vesicuias de matriz distribuldas na matriz orgd-"
nica da pré-dentina, tem sua origem no epitélio interno do
esmalte e/on nos pré-ameldblastas, enquanto que a fosfatase al
calina origina dos odontoblastos da polpa; portanto, a coekig
téncia das duas enzimas nas vesiculas de matriz sugere um pa-
pel regulador destas enzimas no estagio inicial da mineraliza
¢do do Orgdo dental.

SASAKI & GARANT{1986) realizaram um estudo cito
quimico e com microscopia eletrdnica da distribuigdo da catt-
ATPase do Orgdo do esmalte de incisivos de rato. A ca**-arpa-
se se encontra em maior concentracdo na membrana plasmatica do
ameloblasto secretor  em‘Imenor intensidade na membrana ba-

sal do ameloblastos na fase de maturacac e no processo de To-
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mes. Segundo estes autores, a ca*t-aTpase € regulada pela Cal
modulina e estd relaciocnada ao transporte transcelular . dos
ions caleio, durante o processo de mineralizacio do esmalte.
SALAMA et dli(1987), empregando método histogui-
mico e microscopia eletrdnica, descreveram a reagiio enzimiti-
ca da Ca++- Mg++~ATPase no ameloblasto do igcisivo de rato 4u
rante a amelogénese. A atividade enzimatica foi obtida, exclu
givamente, na membrana celular. A intensidade do produto de
reagao enzimatica depende do estadgio de evolugdo do ameloblas
to. Os dados obtidos sugerem que a catt-ATPase do ameloblasto
tenha um papel importante no controle da disponibilidade do

cdlcio na mineralizagdo da matriz orgénica do esmalte.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1, Determinacgao da Atividade da Ca++-ATPase do Gérmen

Dental

Foram usados neste trabalho Os germens dentais

dos primeiros molares de Rattus norvegicus, albinus, Wistar

de ambos Os sexo0s, com sete dias de idade, com pesc corporal
entre 30 e 35 gramas. Os animais foram alimentados durante ©
periodo experimental com leite materno, sendo mantidos a tem
peratura ambiente. Os animais eram decaptados com tesoura &
a cabega separada em duas metades através de um corte longi-
tudinal, ac nivel das bochechas, separando a mandibula da
maxila. Em seguida os germens dentais eram removidos por
meio de uma incisdo na face superior(oclusal) das gengivas,
abrindo~se o corte com cuidado até a exposigdo do gérmen den
tal que era removido com uma espitula e colocado imediatamen
te no meio de incubagdo.

A atividade da Ca''-ATPase era determinada u-

sando~se 0 seguinte meioc de incubagao:

Tampic Tris - HCI 0,IM pH 7,4 - 0,7 ml
Cloreto de Calcio 0,05M ~ 0,05 ml
Agua Destilada - 0,15 ml
ATP (20mg/ml) - 0,10 ml
Total 1,0 ml

* Adenosina trifosfato sal sodico da sigma chemical, grau 2.
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Apds a colocagdo dos germens dentais no meio de
incubagdo (sem ATP) os tubos de ensaio eram levados 3 estufa
a 37°C durante 10 minutos, para équilibrar a temperatura.

Em seguida, adicionava-se o substrato(ATP) e dei
xava-se incubar por mais 30 minutos. A reagao era paralizada ,
coletando~se o meio liquideo para um outro tubo de ensaio.

0s germens dentais remanescentes no tubo eram co
letados em um papel de filtro e colocados em uma pequena forma
de "papel aluminio" e levados a estufa a SOOC, por 24 horas.

Apbs a secagem, os germens dentais eram pesados
em balanga de precisdo até a quarta casa decimal.

A determinacao da atividade da Ca++-ATPase era
feita dosando-se o fosfato inorganico liberado no meio de incu
bacdo pela hidrdlise do ATP, seguindo a seguinte reacao:

ATPase
ATP + HZO "“———_1_4_—’ ADP + Pi
Ca

A dosagem de fosfato inorganico foi feita segun-—
do o método de RUSSEL & ALLEN (RUSSEL & ALLEN, 1940) utilizan-

do~se © seguinte meio de reagao:

0,5 ml de amostra

2,5 ml de Agua destilada

0,2 ml de acido percldrico a 70%
0,2 ml de Elon a 1%

0,1 ml de Molibkdato de amoOnio a 5%

Apds 30 minutos de repouso a temperatura ambien-
te, a intensidade da coloracio azul do fosfomolibdato de amo-

nioc era lida em um espectrofotdmetro em 700 nm.
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A curva padrao era feita com solucdo de fosfa-

to de s0dio & 100 mg/litro.

4,2, Influéncia de Elementos Tragos "In Vitro" Sobre a

+ -
Ca + ATPase do Germen Dental

0Os elementos tragos foram empregados na forma
dos seguintes sais , todos na concentracao de 10 mM:

1. Fluoreto de sddio (NaF)

2. Cloreto de cobalto (COCL,)

3. Cloreto de Nigquel (Nicl,)

4. Selenito de sbdio (NaSeO,)

5. Metavanadato de -sddio . (NaVOB)

6. Molibdato de amdnio (NH, MO, )

A influéncia dos elementos tracos sobre a ca™t
ATpase foi avaliada da seguinte maneiras |

Os germens dentais recém-coletados eram  pré-

incubados por 60 minutos a 37°%C na seguinte solucao:

Tampao Tris -~ HCL ~ 0,1M pH 7,4 - 0,5 ml

Elemento trago {(10mM} - 0,1 ml

0 meic era desprezado e 0s germens lavados com
solucdo de NaCl 3 0,9%(1 ml) em seguida incubados no meio pa

ra a dosagem da Ca++ ATPase, come descrita no item 4.1.
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4.3. Influéncia de Elementos Tragos "In Vivo" Sobre a

'[" -
Ca +wATPase do Germen Dental

Os elementos tracgos eram usados nas seguintes
concentracdes, obedecendo ao critéric de toxicidade dos mes-
mos, gue por esta razao foram diferentes entre si. As solu~
goes dos elementos tragos foram preparadas nas seguintes con-

centracdes:

NaSe03 - 0,22%
NaVO3 - 0,60%
NiCl2 - 0,67%
NaF - 0,22%
CoCl, - 0,63%
NH 4,MO , - 1,50%

As solucoes dos sais dos elementos tragos eram
injetadas nos ratos com sete dias de idade, por via  subcutd
nea, num volume de 0,1 ml de solugdo, variando de 0,32 a 0,52
mM, duas vezes no sétimo dia {is.8:30 e 17:30 horas} e uma
vez no oitavo dia (as 8:30 hs.).

Apbs uma hora da Gltima dose os ratos eram sa-
crificados e seus germens dentais retirados para a dosagem da

Ca++—ATPase, como descrito no item 4.1.
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4.4, Influéncia do Levamisole{Cloridrato de Levamisol)

na Atividade da Ca++ATPase de Germens Dentals

0 Levamisole foi usado no meio de incubagao, na
concentraciao final de 0,5 mM, com a finalidade de inibir a ati
vidade das fosfatases alcalinas n3o especificas para evidenci~

. . . dab
ar a atividade isolada da enzima Ca ~ATPase.

4.5, Anadlise Estatistica

A analise estatistica empregada foi a andlise de
vVarifncia a um critérioc e o teste de Tuckey para comparacdes in

dividuais ao nivel de significancia de 1%.
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5. RESULTADQOS

5.1. Efeito de Elementos Tracos "In Vive” Sobre a Atividagde

Enzimatica Total (Ca++~ATPase + Fosfatase Alcalina)

Os valores médios da atividade enzimdtica total ,
expressos em ug de fosforo inorginico por 100 mg de p€so seco do
gérmen dental de rato est3o expressos na Tabela 1. Através da
anadlise estatistica, apresentada na Tabela 2, foi detectado e-
feito altamente significativo do tratamento com os diferentes e
lementos tracos. Pelo teste de Tuckey, aoc nivel de 1% de proba-
bilidade, constatou-se que todos os tratamentos diferiram do
controle. Entre os elementos tragos, 0 que apresentou maior ini
bicdo da atividade enzimftica total foi © Se, embora nao dife-
risse estatisticamente do Co. Em seguida, em ordem decrescente
de inibicao dé atividade total, estao ¥, ﬁd, Ni {(nde diferindo
entre si) e V. Para melhor visualizagao do efeito dos elementos
tracos, 0s resultados estdo expressos graficamente na Figura I,

em ordem decrescente de atividade enzimatica total.

5.2. Efeito de Elementos Tracos "IR Vivo" Sobre a Ativida-

- ++
de BEnzimatica da Ca -ATPase

Os valores médios da atividade enzimatica da

Ca++~ATPase encontram-se na Tabela 3. Através da analise de va
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ridncia (Tabela 4) constatou-se efeito altamente significati-
vo dos tratamentos sobre a atividade enzimitica. O Teste de
Tuckey mostrou que todos 0s elementos tragos empregados causa
ram significativa inibicdo da atividade enzimitica da cal'-
ATPase. A maior inibi¢50 foi obtida pelo Co, embora nio dife-
risse do Ni, F e Se, Egtes trés elementos também nio diferi-
ram estatisticamente do Mo e V. Estes resultados estio também

expressds graficamente na Figura II, onde os elementos estic

em ordem decrescente de atividade da Ca++-ATPase.

5.3. Efeito de Elementos Tragos "In Vitro" sScobre a Ativi-

dade Enzimatica Total (Ca++~hTPase + Pogfatase Al

calina}

Os dados referentes a atividade enzimitica to=-
tal do gérmen dentél. "de rato, submetido aoc tratamento com
diferentes elementos tragos "in vitro” estdo expresso; na Ta-
bela 5. A anilise de variancia, mostrada na Tabela 6, demons-
traimnefeito significativo dos tratamentos sobre a atividade
enzimatica total. Pelo teste de Tuckey a 1%, com exce;ﬁo do
Co, todos os elementos diferiram significativamente do contro
le e n3o foram diferentes entre si quanto a inibigdo da ativi

dade enzimdtica total (Tabela 5 e Figura I1I).
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5.4. Efeito de Elementos Tracos "In Vitre" Sobre a Ativi-

dade Enzimética de Ca++-ATPase

Na Tabela 7 podem ser observados os valores mé-
dios de atividade enzimftica da Ca++—ATPase apds o tratamento
do gérmen dental de rato com diferentes elementos tragos. A
andlise de vari8ncia mostrou efeito significativo dos trata-
mentos (Tabela 8). Ainda na Tabela 7 pode-se observar que, pe
lc teste de Tuckey a 1%, os elementos nao diferiram entre si,
mas ficaram significativamente menores que © controle (Figura

Ivi.

5.5. Contribuicloc Relativa de Ca++~&TPase e da Fosfatase

Alcalina Com Relagao & Inibicao Enzimatica dos Ele-

mentos Tracgos "Ia Vive" e "In Vitre" Sobre o Gérmen

Dental 4o Rato

Na Tabelé 9 estBo expressas as porcentagens da
atividade enzimatica da ca*-aTPase e da Fosfatase alcalina
(em ug de fésforo inorginico/100mg de peso seco) do gérmen
dental do rato. Verifica-se que nos controles, tanto "in vi-
vo" quanto "in vitro”, a catt-arrase foi a principal responsia
vel pela atividade enzimatica. Os elementos tracoé em geral,
aumentaram a participa¢do relativa da fosfatase alcalina na

atividade enzimdtica, sendo isto mais evidente "“in viveo". Os
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casos mais caracteristicos sao o Ni e ¢ Co, que permitiram que
a fosfatase alcalina fosse a principal responsavel pela ativi-
dade enzimatica. Bxcegdo a esta tendéncia geral foli o Ni "in
vitro", que aumentou a participacdo relativa da ca*t-aTpase em
relagaoc aoc controle.

A Figura V mostra, graficamente, o efeito de ele
mentos tracos "in vivo" e "in vitro", sobre a atividade enzimd
tica da Ca++~ATPase e da enzima total. Observa-se que os ele-
mentos tracos, em geral, fizeram com gue a participacao da
catT-ATPase diminuisse na atividade enzimdtica total.

A Figura V também permite comparar © comportamen
to da atividade enzimatica da Ca++—ATPase e da fosfatase alca-
lina. De maneira geral, houve um efeito semelhante dos elemen-
tos tracos tanto "in vive" como "in vitro". Merecem destaque ,
por apresentarem maior atividade "in vitro" gue "in viveo", os
efeitos do S8e e do Co, tanto para a Ca++~ATPase como para a aw

: e . ++
tividadeenzimiatica total, e do Ni para a Ca ~—ATPase,



TABELA l:~ Efeito de elementos tragos "In Vivo"™ sobre a ati-
vidade enzimitica tétal da Ca” ~ATPase (Ca++~ATég
se + Fosfatase alcalina) expressa em microgramas
de fosforo inorgdnico/100 mg de pésoc seco do gér-

men dental de rato.

FPOSFORD INORGANICO

TRATAMENTOS {ug/100 mg de péso
5eCco)
1 2

- Controele 251,48 o8
Se | 90,96 d
v 172,64 - b
Ni 158,83 be
F 134,71 c
Mo . 148,53 bc
Co 122,59 cd
DMS 37,49

1. Média de 7 amostras

2. Médias seguidas de letras distintas na vertical diferem
significativamente entre si ao nivel de 1% pelo  teste
de Tuckey.
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TABELA 2:~- Analise de varidncia dos resultados da Tabela 1,

nivel de significancia de 1%.

CAUSA DA GRAUS DE SOMA DE QUADRADO F Pr P
VARIACAO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO :
Tratamentos 6 106634,31 17772,38 34,62 0,0001
Residuo 42 21560,24 513,36

TOTAL 48 128195,23
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TABELA 3:~ Efeito de elementos tracos "In Vivo" sobre a ati-

. U ++
vidade enzimatica da Ca -ATPase expressa em mi-

crogramas de fOsforo inorgénico/100 mg de péso se

co do gérmen dental. .de rato.

¥FOSPORO INORGANICO

TRATAMENTOS {ug/100 mg de péso
seco)

1 2
Controle 189,07 a
Se 65,27 be
v %5,55 b
Ni 55,82 bec
F 62,08 be
Mo 90,21 b
Co 46,26 C
DMS 43,284
1. M&dia de 7 amostras

2. Médias seguidas de letras distintas na vertical diferem

significativamente entre si ao nivel de 1% pelo teste

de Tuckey.
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TABELA 4:~ Analise de varidncia dos resultados da Tabela 3,

nivel de significancia de 1%.

CAUSA DA GRAUS DE S0MA DE  QUADRADO - Pr ¥
VARIACAD LIBERDADE QUADRADOS MEDIO
Tratamentos 6 99557, 55 16592,92 24,25 0,0001
Residuo 42 28741,77 684,31

TOTAL 48 128288,77




TABELA 5:~ Efeito de elementos tragos "In Vitro®

- -

sobre a ati

vidade enzimitica total da Ca*+-ATPase (Ca++~ATPa
++
se e Ca -ATPase + Fosfatase alcalina) expressa em

microgramas de fosforo inorgdnico/100mg de péso se

co do gérmen dental do rato.

POSFORO IRORGANICO

TRATAMENTOS {ug/100 mg de péso
B5e00)

1 2
Controle 222,37 a
Se 156,72 b
N 170,44 b
Ni 128,93 b
F 158,87 b
Mo 128,48 b
Co 177,25 ab
DM5 50,923
1. Média de & amostras

2.

Médias seguidas de letras distintas na vertical diferem
significativamente entre si ao nivel de 1% pelo  teste

de Tuckey.
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TABELA 6:- Analise de variancia dos resultados da Tabela 5,

nivel de significa@ncia de 1%.

CAUSA DA GRBUS DE S0MA DE QUADRADO F Pr F
VARIACﬁO LIBERDADE QUADRADOS MEDIO
Tratamentos 6 37147,28 6191,21 7,78 04,0001
Residuo 35 27863,26 796,10

TOTAL 41 65010, 64
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TABELA 7:~ Efeito de elementos tragos "In Vitro® sobre a ati-
L] » - . ++ ]

vidade enzimatica da Ca ~ATPase, expressa em mi-

crogramas de fosforo inorginico/100mg de péso seco

do gérmen dental do rato.

FOSFORO INORGANICO

TRATAMENTOS {ug/100 mg de péso
5eCo0}

1 2
Controle 147,83 a
Se 83,04 b
v 81,96 b
Ni 98,99 b
F 54,62 b
Mo 75,03 b
Co 80,03 b
DMS © 45,962

1. Média de 5 amostras

2. Médias seguidas de letras distintas na vertical diferem
gsignificativamente entre si ao nivel de 1% pelo teste

de Tuckey.
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TABELA 8:- Analise de varidncia dos resultados da Tabela 7,

nivel de significlncia de 1%.

CAUSA DA GRAUS DE S0MA DE QUADRADO F Pr F
VARIAGAD LIBERDADE QUADRADOS MEDIO
Tratamentos 6 15514,39 4252,39 8,10 0,0001
Residuo 28 14696,04 524,86

TOTAL 34 40210,43
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TABELA 9:- Efeito de elementos tragos "In Vivo"™ e "In Vitro”
sobre a atividade enzimatica da Ca++-aTPase e da

Fosfatase alcalina do gérmen dental - do rato.

ATIVIDADE ENZIMATICA(EM PORCENTAGEM)
ELEMENTOS "IN VIVO" "IN VITRO"

+
ca*t-aTPase Fosf.alcal. Ca+f~ATPase Fosf.Alcal.

Controle 75,17 24,83 66,47 33,53
se 71,75 28,24 53,05 49,95
v 55,34 44,65 48,09 51,90
Ni 35,21 64,79 76,78 23,22
F 51,39 48,61 34,39 65,61
Mo 60,40 39,50 53,45 46,55

Co 37,73 62,26 45,16 54,84




pg P inorganico / 100 mg PS

-3P

Figura I - Efeito de elementos tracos "'in vivo"
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ricura 11: Efeito de elementos tragos "in vivo®
sobre a atividade da Ca*t ATPase

Microgramas de P inorg./ 100 mg de FS
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200 - 1189.07
150 1§
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0 —d
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Elemenios tragos
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FIGURA I11I: Efeito de elementos tracos "in vitro”
sobre a atividade enzimatica total

Microgramas de P inorg. /7 100 mg de PS
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FIGURA IV: Efeito de elementos tragos "in vitro®
sobre a atividade da Ca'- ATPase

Micraogramas de P inorg./ 100 mg de PS
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FIGURA V: Atividade enzimatica "in vivo“ e ”

vitro” da Ca“ATPase e to
tal-(.(:a eATPase + fosfatase alca-
linal.
Microgramas de P inorg./ 100 mg de PS
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6. DISCUSSAD

A Ca++-ATPase participa do transporte do calcio io
nico em todas as células do organismo; contudo, para os tecidos
gque se calcificam ela desempenha um importante papel no fluxo do
cilcio & zona de mineralizacdo.

Por outro lado, o calcio idnico & um importante co
fator de enzimas envolvidas em muitos processos metabdlicos e,
consequentemente, a sua regulacio se reflete diretamente no con-
trole da atividade metabdlica celular. Por essa razdo, torna-se
de relevante importancia o estudo da agfo de elementos tracos so
bre a atividade da Ca++—ATPase do gérmen dental, uma vez qgue es-
tes elementos estao implicaéos, de alguma maneira, as alteracoes
doc processo de mineralizacdo bioldgica e, também, com a incidén-
cia de cirie(MUHLER et al 1957; TANK & STORVICK, 1960; HADIMAR-
KOS, 1966; CURZON & CROCKER, 1978).

A avaliagio da Ca'’-ATPase do gérmen dental foi
feita considerando-se a atividade total (Ca++-ATPase e fosfatase
alcalina) e a atividade isolada da Ca++~ATPase. Para isto, utili
zou=~se no meio de incubagio a droga Levamisole, que & um inibi-
dor especifico da fosfatase alcalina(MAGNUSSON & LINDE, 1974; SA
LAMA et alii, 1985; SALAMA et alii, 1987). Este procedimento foil
necessfrio uma vez que nas condigdes utilizadas para a incubagdo
do gérmen dental, as duas enzimas conseguem hidrolisar o ATP,
sendo aproximadamente 70% para a catt-aTPase e 30% para a fosfa-

tase alcalina(LE BELL, 1981}.

A avaliagdo da atividade enzimatica total apresen-
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ta a vantagem de se considerar a acl8o das duas enzimas e, tam~
bém, o efeito dos elementos tracos sobre cada uma delas.

| Os resultados obtidos da administracfo intraperi
tonial dos elémentos tracbs aos ratos com 7 dias de idade, mos
tram claramente que todos eles inibiram significantemente a a-
tividade total {Ca++-ATPase + fosfatase alcalina) dos germens
dentais dos primeiros molares (Tabela 1). Com excegio do selé-
nio, que se mostrou mais eficaz, os outros elementos n3o apre~
sentaram diferencgas entre si.

Como o grau de toxicidade & variavel entre os e~
lementos, ndo foi possivel padronizar a dosagem, uma vez que
se diluisse todas as concentra¢des em fungio do elemento mais
toxico, os outros perderiam de muito a sua atividade. Por esta
razao, a dosagem dos elementos tracos foi escolhid§~baseéhdo-se
ﬂo.seu grau de t&lef&ﬁilidééé~pela rato.

O selénio foi o elemento gque apresentou o maior
grau de toxicidade para o rato, o que estd em acordo com traba
lhos de outros autores (ROSENFELD & BRANT, 1964). O selénioc &
um elemento cariogéenico {CURZON & CROCKER, 1978; HADJIMARKOS ,
1965; MUHLER et al , 1957; TANK & STORWICK, 1960}, enguanto
que o F, V e Mo sao anticariogénicos (HADJIMARKOS, 1966; TANK
& STORWICK, 1960). Sendo assim, parece nao haver nenhuma rela
cBo direta da atividade total da ATPase com a carie dentaria.

Quandc se considera a atividade enzimatica da
ca*T-Arpase isoladamente, o8 resultados mostram o efeito inibi
rério em relacio aos elementos tragos, isto €, todos eles ini-
biram significativamente a Ca++~ATPase._Contudo, a variacgao da
inibic¢8o ndo seguiu o mesmo padrao da atividade total, sendo

gue, © Co, Ni, F e Se foram os gque apresentaram maior grau de
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inibicao (Tabela 3}.

Esta diferenca entre a inibigdo da atividade to-
tal e a da Ca++~ATPase indica gue os elementos tragos agiramdi
ferentemente sobre as duas enzimas (Ca' '~ATPase e fosfatase al
calina), como indicé a Tabela 9.

A atividade enzimitica total "in vitro" apresen-
tou resultado semelhante ao apresentado "in vivo®, isto &, to-
dos os elementos inibiram significativamente a atividade das
enzimas Ca++*ATPase e fosfatase alcalina {Tabela 5); contudo ,
neste caso, o selénio ndo diferiu dos outros elementos. Compa-
randoc a a¢do inibitdria dos elementos "in vivo" e "in vitro" ,
pode~se constatar que houve diferenca no comportamento dos mes
mos. Assim, o selénio, 0 cobalto e o flior foram mais  ativos
guande injetados intraperitonealmente do gue "in vitro". 0s Ou
tros elementos se comportaram de forma semelhante, ndo havendo
diferenca significativa entre eles, com excegdo do Ni e o (o
que foram mais ativos "in vitro®.

No que diz respeito a atividade da Ca++~ATPase ’
a atuacio Yin vitro" de todos os elementos foi semelhante aos
resultados obtidos "in vivo", isto &€, todos eles inibiram sig-
nificativamente a atividade enzimidtica do gérmen dental, nao
havendo diferenga significante entre eles, embora o fluor e o
Co foram os que apresentaram maior grau de inibicao.

A inibig2o da ATPase pelo flior € um fato conhe-
cido e confirmado por varios autores (MARQUIS, 1976; KIRSCENER
1963). Segundo LE BELL (198l) a percentagem da hidrdlise do
ATP pelo gérmen dentirio, "in vitro”, & de aproximadamente 70%
para a ca**aTpase e 30% para a fosfatase alcalina, nas condi-

gbes prdximas da neutralidade de pH.
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05 presentes resultados indicam que, para a atua
¢ac "in vivo" dos elementos, somente o rato controle e o trata
do com selénioc apresentaram esta propor¢ac. Isto significa que
“in vivo", o selénio inibiu de forma equivalente as enzimas
cat-aTPase e¢ fosfatase alcalina. Por outro lado, o niguel e o
cobalto inibiram mais intensamente a Ca T-ATPase do gue a fos-
fatase alcalina {Tabela 9).

Com relagac a percentagem de inibiclo "in vitro"
con excegao do niquel, todos os elementos inibiram mais a Ca+t
ATPagse do que a fosfatase alcalina, sendo que o flior foi o
mais eficaz (Tabela 9).

De modo geral pode-se dizer que, com excecgado do
selénio in vivo e do niquel in vitro, todos os elementos inibi
ram proporcionalmente mais a ca* -aTPase do gue a fosfatase al
calina.

A diferenga existente entre a atuagdo dos elemen
tog "in vivo™ e "in vitro®, se deve, provavelmente, as condi-
¢oes diferentes em que 0s mesmos se encontram e da particulari
dade quimica de cada um. Nas condi¢des "in vivo", os elementos
que tem maior facilidade de difus8o pela corrente sanguinea e
de se acumular dentro do geérmen dental tem, obviamente, maiox
potencial de inibigdc do que os outros. E o caso do selénio ,
do cobalto e do niquel para a atividade da ca*t-aTPase. J3 no
cago da inibicaoc "in vitro", o flior foi o inibidor mais poten
te. Na verdade ainda ndo se tem dados suficientes para expli-
car claramente esta diferenca de atuacado dos elementos "in vi-
vo* e "in vitro", considerando-se, também, gque a concentraclo
dos mesmos ndoc foram iguais nas duas condic¢des. Portanto, ha

. ot s ++
necessidade de mais estudos sobre a inibigao da Ca -ATPase pe



g~

los elementos tragos para gue se possa esclarecer melhor a res

peito do mecanismo de acdo desses elementos.,
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7. CONCLUSDES

Considerando os resultados obtidos neste traba-
lhe, da agdo dos elementos tragos in vivo ¢ in vitro sobre a
atividade da Ca++—ATPase do gérmen dental - do rato, parece
licito emitir as sequintes conclusdes:

1. Todos os elementos estudados in vive inibi-
ram significantemente a atividade enzimitica total (Ca++-ATP§
se + fosfatase alcalina}.

2. 0 selénio fol o elemento gue apresentou iR’
vive o maior grau de inibicao da atividade enzimética  total
(Ca++"ATPase + fosfatase alcalina).

3. Todos os elementos estudados iB vive inibi-
ram significativamente a ca’ T-ATPase.

4. O cobalto foi o elemento que apresentou, 48
vive, o maior grau de inibicao da Ca++—ATPase.

5. Todos os elementos estudados in vit¥e inibi
ram significativamente a atividade enzimatica total {Ca*+ﬁ
ATpase + fosfatase alcalina).

6. Todos os elementos estudados in vitro inibi-
ram significativamente a Ca++~ATPase.

7. 0 fliior foi o elemento que apresentou iR Vi-
£¥6 o maior grau de inibicdo da ca’ T-aTPase.

Como conclusBo geral pode-se dizer gue os ele-
mentos tragos (Se, V, Ni, F, Mo e Co), estudados 1B ¥ive ¢ in
vitre, sdo inibidores eficazes da catt-ATPase e da fosfatase
alcalina do gérmen dental do ratco, guando se usa o ATP  como

substrato em pH proximo da neutralidade.
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8. RESUMO

Este trabalho teve como objetivo estudar a influ
éncia in vive e in vitre de elementos tragos (Se, V, Ni, Mo, F
e o) na atividade enzimatica da Ca++—ATPase do gérmen - den-
tal do rato.

No estudo in vive, os elementos foram injetados
intraperitonialmente em ratos com 7 dias de idade, em doses va
riande de{0,32 a 0,52mM por rato, 3 vezes no periodo de 24 ho-
ras. Uma hora apds a Ultima dose, os ratos foram sacrificados
e retirados os germens de seus primeiros molares. A avaliadao
da Ca++—ATPase foi feita incubando-se o5 germens em meio neu-
tro, & 37°C, contendo ou ndo Levamisole como inibidor da fosfa
tasze alcalina e ATP como substrato.

No estudo in vikre, os germens dentais dos pri-
meiros molares de ratos com 8 dias de idade foram pré-incuba
dos em meio contendo os elementos tragos na concentragado de
MM durante 60 minutos, a 37%. os germens, em seguida, foram
lavados com soluclBo fisioldgica (NaCl 0,9%) e incubados da mes
ma maneira do estudo in vive.

Os resultados obtidos permitem concluir que:

1. Todos os elementos estudados iR vive inibiram
significantemente a atividade total da ca’ F-arPase (Ca++-ATPav
se + fosfatase alcalina).

2. O selénio foi o elemento que apresentou, in
vivo, o maior grau de inibi¢do da atividade enzimatica  total

(Ca++-ATFase 4+ fosfatase alcalina).



. ¥

3. Todos os elementos estudados in vive inibiram
significativamente a ca’t-ATpPase.

4. O cobalto foi o elemento gue .apresentou, iﬁ
vive, o maior grau de inibic3c da catt-aTpage.

5. Todos os elementos estudados in vitre inibi-
ram significativamente a atividade enzimadtica total {Ca++~ATR§
se + fosfatase alcalina).

6. Todos os elementos estudados in vitre inibi-
ram significativamente a Ca++~ATPase.

7. 0 flior foi o elemento que apresentou, iR Vi~
Y0, o maior grau de inibic¢ido da ca*t-arPase.

Come conclusdao geral pode-se afirmar que os ele-
mentos tracos {(Se, V, Ni, F, Mo e Co) estudados 1B ¥ive e ia
¥itre, sao inibidores eficazes da ca’t-aTpase e da fosfatase
alcalina do gérmen dental do rato, quandoc se usa o ATP cOmo

substrato em pH prdximo da neutralidade.
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9. SUMMARY

This research was carried out toreah as objective
to study the influence of trace elements (Se, V, Ni, Mo, F and
Co) ™in vivo” and "in vitro" on the activity of Ca++-ATPasefrcm
dental germ of rat.

In the "in vivo" studies the elements were injec-
ted intraperitoneally in seven day-~old rats. The doses varied
from 0,32 to 052.mM per rat and were injected three times  du-
ring a period of 24 hours. One hour after the last dose, the
rats were sacrified and the germs of their first molars Qere
taken out.

Ca++-ATPase activity was evaluated by incubating
the germs in neutral media at 37°C, containing or not ATP as
substrate and levamisole as an inhibitor of alkaline phosphata-
Se.

In the "in vitro” work, the dental germs of the
first molars from seven day-old rats, were pre-incubated in
media containing traces elements at 10 mM concentration | during
60 minutes at 379C. The germs were then washed with physiologi-\
cal solution (0,9% NaCl}) and incubated in the same way as in
the "in viveo" studies.

The results obtained allowed the following conclu
sions:

1. 211 the elements studied “in vivo" inhibited
significantly the total enzyme activity (cat¥-ArPase + alkaline

phosphatase)
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2. Selenium was the element wich exhibited the
highest degree of inhibition of total enzyme activity {Ca++~
ATPase + alkaline phosphatase) "in viveo®. |

3. All the elements studied "in vivo” significan
tly inhibited the activity of ca T-arrase.

4, Cobalt wés the element wich presentedhin vive
the highest inhibition of ca*t-arpase activity.

5. All the elements studied "in vitro" inhibited
significantly the total enzyme activity (Ca++~ATPase + alkali-
ne phosphatase}

6. All the elements studied "in vitro" signifi-
cantly inhibited the ca’t-aTPase activity.

7. Fluoride was the element that exhibited "in
vivo" the highest inhibition of cat -aTPase activity.

As a general conclusion, it is possible to state
that the trace elements Se, V, Ni, F, Mo and Co are effective
inhibitors of the enzyme ca’F-ATPase and alkaline phosphatase

of rat dental germ, when "the reaction was carried out at neu-

tral pH.
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