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Resumo

Objetivo — Avaliar, em ratos recuperados de desnutrigdo proteica, as condigdes fisioldgicas dos musculos da articulagao temporo-man-
dibular. Métodos — Foram utilizados ratos Wistar, inicialmente com 21 dias de vida (estudo aprovado pela CEUA da UNIMEP, protocolo
09/2015). Os animais foram divididos em grupos experimentais (N=10) assim denominados: Controle (C; tratados com dieta normopro-
teica durante 90 dias) e Recuperados pds-desnutricio (R; desnutridos com dieta hipoproteica durante 45 dias e a seguir tratados durante
mais 45 dias com dieta normoproteica). Foram avaliados os seguintes itens: curva de peso semanalmente, concentragdes plasmaticas
de albumina (A) e proteina total (PT), reservas glicogénicas (G) e a relagdo proteina total/DNA (PT/DNA) dos misculos masseter, temporal
e digdstrico. Os valores foram comparados através de teste de normalidade (Kolmogorov-Smirnov), ANOVA e teste de Tukey, p<0,05.
Resultados — Foi observada menor curva de peso no grupo R, o qual também apresentou menores concentragoes de A e PT, indicando
que a renutricdo ndo propiciou a recuperagao destes pardmetros até valores controle. O grupo R ainda apresentou menores concentragdes
de G nos musculos masseter, temporal e digdstrico acompanhado de menores valores na relagao proteina total/DNA, indicando que
disfungdes metabdlicas ou estruturais gerados pela desnutrigao podem ser duradouras. Conclusao — As alteragdes no perfil metabdlico
da musculatura mastigatéria, geradas devido a restricao proteicas sdo recuperadas parcialmente ap6s renutrigao, fato que compromete
a dindmica mastigatdria, sendo sugestiva a possibilidade de gerar fadiga durante a mastigacao.

Descritores: Desnutricao; Metabolismo; Recuperacao nutricional

Abstract

Objective — To evaluate, in rats recovered protein malnutrition, the physiological conditions of the muscles of the temporomandibular
joint. Methods — Wistar rats were used, initially with 21 days (study approved by CEUA UNIMEP, 09/2015 protocol). The animals were
divided into experimental groups (N=10) named as follows: Control (C, treated with normal protein diet for 90 days) and Reclaimed
post-malnutrition (R, malnourished a low protein diet for 45 days and then treated for a further 45 days). A normal protein diet were eva-
luated the following: weight curve weekly, plasma albumin concentrations (A) and total protein (PT), glycogen reserves (G) and the ratio
of total protein/DNA (PT/DNA) of the masseter muscle, temporal and digastric. The values were compared using normality test (Kolmo-
gorov-Smirnov), ANOVA and Tukey test, p<0.05. Results — We observed lower weight curve in the R group, which also had lower con-
centrations of A and PT, indicating that the renutrition didn’t led to the recovery of these parameters to control values. The R group also
had lower G concentrations in the masseter muscle, temporal and digastric accompanied by lower values in relation total protein/DNA,
indicating that metabolic or structural dysfunctions generated by malnutrition can be lasting. Conclusions — The changes in the metabolic
profile of the masticatory muscles, generated due to protein restriction are recovered partially after renutrition, fact that compromises
the masticatory dynamics, being suggestive the possibility of generating fatigue while chewing.

Descriptors: Malnutrition; Metabolism; Nutrition recovery

Introducao nadas a absor¢cao e metabolizacdo de nutrientes, alte-
rando a constituicdo corporal, o desenvolvimento e a
evolugdo ponderal*s. Estudos experimentais, com ratos
desnutridos e posteriormente reabilitados do ponto de
vista nutricional, sdo controversos quanto a recuperacao
de funcdes organicas e/ou estruturais, possivelmente
devido ao restabelecimento das varidveis metabdlicas

e estruturais ser um processo lento®.

No aspecto funcional, a dindmica do sistema esto-
matognatico envolve agdes integradas de diferentes es-
truturas, em particular, a articulagdo temporomandibu-
lar (ATM) que é composta de um grupo de estruturas
Osseas e cartilaginosas cuja funcionalidade é controlada
pela atividade neuromuscular e propiciam os movi-

mentos da mandibula durante o processo mastigatério’.
Mesmo considerando-se as diferengas entre as espécies,
tem sido descrito semelhancas entre a estrutura da ATM
do rato e a humana, assim, estudos estruturais e fun-
cionais realizados com ratos tornam-se significativos
para analise comparativa com seres humanos®3.

A desnutrigdo proteica induz diversas alteragdes mor-
fofisiolégicas e funcionais afetando aspectos relacio-
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O modelo de desnutricao proteica aqui utilizado, é
o que mais se assemelha ao que ocorre na populagao
infantil e merece maiores avaliagdes, devido a impor-
tancia social e cientifica na andlise das consequéncias
da desnutricdo™. Estudos tem demonstrado que a ca-
réncia alimentar nas fases iniciais da vida promove al-
teragdes multifatoriais e com potencial de irreversibili-
dade, porém, ndo ha consenso na literatura*®".



Estudos com ratos desnutridos (dieta hipoproteica),
demonstram reducao em diferentes vias sinalizadoras
bem como no didmetro das fibras musculares, condicao
significativa ao se tratar do controle neuromuscular dos
movimentos da ATM, trazendo reflexos negativos a
mastigagao'. Importante salientar que, os tipos de fibras
musculares do rato sdo equivalentes a aqueles descritos
em humanos, permitindo a extrapolagdo dos achados
em ratos para o homem?™.

Considerando-se que as alteragdes descritas na des-
nutricdo, o objetivo deste estudo foi avaliar, em ratos
recuperados apoés desnutricdo, o perfil metabdlico
dos musculos que participam da mastigagdo compa-
rando-os com animais alimentados com dieta
normoproteica.

Métodos

Foram utilizados ratos Wistar machos, com 21 dias
mantidos no Biotério da UNIMEP/Piracicaba em gaio-
las coletivas contendo 5 animais/cada, sob condigoes
ideais de bioterismo (dgua e alimento ad libitum; tem-
peratura 23 = 2°C e ciclo claro/escuro de 12 horas).
O estudo foi aprovado pela CEUA/UNIMEP (protocolo
09/2015). Os animais foram divididos em grupos ex-
perimentais contendo 10 animais cada e denomina-
dos: Controle (C; dieta normoproteica AN93, 14% de
caseina) por 90 dias e Recuperados pds-desnutrigdo

(R; desnutricao induzida com dieta hipoproteica (AN,
6% de caseina, 45 dias) e sequencialmente tratados
durante mais 45 dias com dieta normoproteica. As
dietas foram adquiridas na PragSolugoes Servigos e
Comércio (Jat, SP) cuja composicao esta descrita na
Tabela 1.

A massa dos animais e das amostras foi determinada
através de uma balanca eletrénica. Para eutanasia,
utilizou-se sobrecarga anestésica (Ketamina/Xilasina
50 mg/kg e 6 mg/kg peso, im., seguido de desloca-
mento cervical como preconiza o CONCEA). Foram
coletadas amostras do sangue da artéria renal, centri-
fugado e o plasma direcionado para dosagem de Al-
bumina e Proteinas totais através de KIT laboratorial.
Amostras dos musculos masseter, temporal e digas-
trico (ventre rostral) foram coletadas e encaminhadas
para dosagem do contelido de glicogénio™ e da rela-
¢do proteina total/DNA através de KIT laboratorial.
Logo apds, a mandibula foi retirada, dissecada e fo-
tografada para comparagdo anatémica. Na andlise es-
tatistica foi aplicado o teste de normalidade (Kolmo-
gorov-Smirnov), andlise variancia (ANOVA) e teste
de Tukey, p<0,05.

Resultados

No Gréfico 1, pode-se observar que o grupo controle
(C) apresentou ganho de massa diferenciado, ou seja,

Tabela 1. Composicao das dietas (g/Kg) utilizadas no tratamento dos animais

Dieta AIN 93 M - 14% Dieta AIN - 6% proteina (desnutricao)
Ingredientes p/1 kg Ingredientes p/1 kg
Amido de milho 465.700 Amido de milho 508.000
Caseina 140.000 Caseina 66.000
Amido dextrinizado 155.000 Amido dextrinizado 166.500
Sacarose 100.000 Sacarose 121.000
Oleo de soja 40.000 Oleo de soja 40.000
Fibra (Cel. Microcrist.) 50.000 Fibra (Cel. Microcrist.) 50.000
L-cistina 1.800 L-cistina 1.000
Cloreto colina 2.500 Cloreto colina 2.500
Mix mineral G 35.000 Mix mineral G 35.000
Mix vitaminico 10.000 Mix vitaminico 10.000
Total 1000.0 Total 1000.0
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média de 50% até a 6 semana, e de 10% até a 12?2 se-
mana. O grupo submetido a desnutricdo, ndo apresen-
tou variagdo na massa até a 6 semana, tornando-se
significativa somente quando foi iniciada a fase de re-
cuperacao nutricional, quando o ganho de massa foi
progressivamente aumentando com média semanal de
20%, (Gréfico 1).
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Grafico 1. Massa corporal (g) semanal dos grupos tratados com
dieta normoproteica (preto) e desnutrido/recuperado
(pontilhado), sendo zero o dia que os animais chegaram
ao biotério e representado da 1* - 6* semana o periodo
de desnutricao e da 7° - 12 semana, periodo de recupe-
racao nutricional. Os valores representam a média + dp,
n = 10. *p<0,05 comparado ao grupo tratado com dieta
normoproteica

A titulo de caracterizagao do status quo, a Figura 1
mostra as mandibulas dos grupos, e pode-se observar
que no grupo recuperado a mandibula é menor e re-
presenta 70% do peso observado no grupo C, indi-
cando desproporgdo entre a mandibula e a calota
craniana.

Figura 1. Ratos Wistar durante as fases experimentais. 1 — animal
tratado com dieta normoproteica (AN 93 - 14%) du-
rante 45 dias; 2 — animal tratado com dieta hipoproteica
(AN - 6%) durante 45 dias (desnutrido); 3 — animal
tratado com dieta normoproteica (AN 93 - 14%)
durante 90 dias; 4 — animal recuperado com dieta nor-
moproteica (AN 93 — 14%) durante 45 dias apés a des-
nutricio; 5 — Mandibula do animal recuperado de
desnutricao; 6 — Mandibula do animal tratado com dieta
normoproteica

Para caracterizacdo do status de desnutricao e recu-
peracdo nutricional, foram avaliadas as concentragoes
plasmaticas de albumina [A] e proteinas totais [PT]. A
Tabela 2 mostra que, na fase de desnutrigdo houve re-
ducdo de 50,9% na [A] e 59,3% [PT]. No grupo R, foi
observado que [A] e [PT] apresentaram-se 89% e 45,6%
maiores, se comparado a fase de desnutri¢cdo, porém,
ainda permaneceram 23% e 28,5% menores se com-
parados ao C.
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Tabela 2. Concentrac¢ao plasmatica de albumina (g/dL) e pro-
teina total (g/dL) dos grupos controle, desnutridos
e recuperados de desnutricao. Os valores repre-
sentam a média = dp, n=10. *p<0,05 comparado
ao grupo controle, #p<0,05 comparado ao grupo

desnutrido
Grupos Controle  Desnutridos  Recuperados
Proteina total (g/dL) 8,12£0,6  3,3£2,1*  6,24+0,8* #
Albumina (g/dL) 3,26+0,1 1,60+0,02*  2,33+4* #

Na avaliacdo do efeito da desnutricdo sobre as reser-
vas musculares de glicogénio (RG) foi observado no
grupo R, pequenas RG atingindo 20% no mdsculo mas-
seter, 28,5% e 33,3% nos musculos temporal e digas-
trico se comparados ao C (Tabela 3).

Tabela 3. Concentracao muscular de glicogénio (mg/100mg)
dos grupos experimentais. Os valores representam
a média = dp, n=10

Mdsculos Controle Recuperados
Masseter 0,25+0,006 0,20+0,01*
Temporal 0,21+0,01 0,15+0,02*
Digastrico (ventre anterior) 0,24+0,008 0,16+0,02*

*p<0,05 comparado ao grupo tratado com dieta normoproteica

Apbs constatar alteragbes quimiometabdlicas, foi
avaliada a relagdo proteina total/DNA (PT/DNA) sendo
observado que os mudsculos dos animais R apresenta-
ram menor PT/DNA, representado por valores 25%
menores no masseter, 38% no temporal e 30% no di-
gdstrico.
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Gréfico 2. Relacao proteina total/DNA (mg/100mg) dos misculos
Masseter (M), Temporal (T) e Digastrico (D) dos animais
controle (C) e recuperado de desnutricao proteica (R).
Os valores representam as médias + dp, n = 10. *p<0,05
comparado ao mesmo misculo controle
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Discussao

Ha tempo cientistas buscam entender os eventos de-
sencadeados pela desnutrigdo proteica, sendo descrito
importantes alteragdes causadas pela restricao nutri-
cional, havendo consenso quanto aos déficits gerados,
em especial na massa, tamanho e evolucao ponderal
em ratos®. Neste trabalho corrobora-se com a literatura
ao demonstrar menor ganho de massa na fase de des-
nutricdo, reiterando que a dieta foi efetiva e eficiente
na inducdo da desnutricdo®™. Cabe ressaltar, que este
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modelo de desnutrigdo é similar a do tipo Kwashiorkor,
caracterizado em humanos*®.

Confirmando a implantagdo do quadro de desnutri-
¢do, foi demonstrado que os ratos tratados com dieta
hipoproteica apresentaram baixas concentragbes de PT
e A, caracterizando o quadro de desnutricdo e corro-
borando com a literatura®.

Na fase de recuperacdo nutricional, os animais ga-
nharam massa, porém, ao final do periodo, ainda per-
maneceram menores que o C, e ainda, a renutricdo
ndo promoveu o reestabelecimento das concentragbes
de PT e A, indicando que algumas alteracbes geradas
na desnutricdo, ndo sio recuperadas totalmente con-
comitante a recuperagdo nutricional'®*'.

As alteragdes aqui descritas se inserem na hipétese
do “Thrifty phenotype” que propde que a recuperagao
tecidual é seletiva, de forma que, os desajustes meta-
bolicos gerados na desnutricdo podem promover alte-
ragoes irreversiveis, como descrito no processo de mie-
linizacdo e maturacdo do sistema nervoso?*?3. Os
resultados indicam que a desnutrigdo hipoproteica ndo
oferece o suprimento ideal de aminodacidos para a for-
macgao de horménios ou fatores que atuam no desen-
volvimento ponderal e de crescimento'°.

Na avaliacao das reservas glicogénicas dos muisculos
que participam da dindmica mastigatdria, foi observado
baixas concentra¢des nos animais recuperados de des-
nutrigdo, e pode ter relagdo com a redugao na eficiéncia
da sinalizacdo insulinica, sendo sugestivo que na des-
nutricao proteica, o misculo esquelético pode nao ser
um tecido primariamente contemplado na recuperagao
metabdlica e funcional'®*-3,

Tem sido descrito na literatura, que a desnutrigao pro-
move multiplos desajustes, com destaque nas vias sina-
lizadoras citosélicas, na funcdo mitocondrial, na ativi-
dade oxidativa limitando a refosforilacdo do ADP para
ATP e restringindo a relagdo sintese/degradacao de gli-
cogénio, uma vez que, as enzimas da via glicogénica
necessitam da presenga do ATP*?*. Neste sentido, de-
monstra-se que a desnutricdo proteica leva a desajuntes
no controle quimiometabdlico muscular, condigdo que
pode interferir na funcionalidade mastigatéria e promover
fadiga durante o ato mastigatério; ressalta-se que esta
alteragdo permanece ap6s a renutrigao.

A mesma linha de raciocinio se aplica na andlise do
peso e da relagao proteina total/DNA do musculo mas-
seter, onde foi observado perfil similar ao descrito para
as reservas glicogénicas, ou seja, reducao frente a des-
nutricao e deficiéncia na recuperagdo nutricional. Este
dado retrata 0 comprometimento nas vias sinalizadoras
insulinicas, uma vez que, existe forte relagdo entre as
dindmicas de geracdo de energia e a atividade da en-
zima AMPK bem como da enzima mTOR?**%.

A andlise comparativa das mandibulas, do grupo
de ratos recuperados com o grupo controle, mostrou
alteragdes no tamanho e peso, indicando que frente
a desnutricdo pode ocorrer comprometimento no
desenvolvimento da ossificagdo craniofacial, como
sugerido?®3°.
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Alippi et al.?® estudaram o crescimento da mandibula
de animais desnutridos e verificaram desproporcdes e
deformacgodes 6sseas, se comparadas com a mandibula
de animais nutridos com dieta normoproteica, estudo
reiterado posteriormente pelos mesmos autores'. Neste
trabalho foi observado diferencas no tamanho e peso
da mandibula, mesmo apés a renutricao, e cabe res-
saltar que frente a reducdo na eficiéncia das vias me-
tabélicas, torna-se sugestiva a possibilidade de ocorrer
fadiga muscular durante a alimentagdo, influenciando
expressivamente na dinamica mastigatoria.

Por fim, os dados aqui apresentados podem ser trans-
postos para humanos, uma vez que foi demonstrado,
através de recente estudo morfométricos e histologicos
que a estrutura articular da ATM de ratos € similar a de
humanos®*.

Conclusao

As alteragbes no desenvolvimento da ATM e no perfil
metabdlico da musculatura mastigatéria, quando gera-
das devido a desnutricao proteica nas fases iniciais da
vida, sdo recuperadas parcialmente apds renutricao e
podem comprometer a dindmica mastigatéria.
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