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RESUMO

A capacidade de reacdo de um organismo aos desafios ambientais com mudancas
no seu fendtipo, isto €, na sua forma, estado, desenvolvimento ou padrdo de
atividade, denomina-se plasticidade fenotipica. Uma das variaveis mais bem
documentadas que interferem na plasticidade fenotipica é a nutricdo. Atualmente, a
desnutricdo proteica continua a ser um grave problema de saude que afeta recém-
nascidos e criancas, especialmente dos paises em desenvolvimento. Nesses paises,
a paralisia cerebral (PC) estd relacionada a mas condi¢cdes materno-infantis de
nutricdo. Comumente, criangas com PC apresentam dificuldades na alimentacéo,
podendo levar a inadequada ingestao de nutrientes e desnutricdo. Contudo ha uma
escassez de dados na literatura cientifica sobre o efeito da desnutricdo no
comportamento alimentar de individuos com PC, sobretudo os aspectos
morfolégicos e funcionais da mastigacdo. Dessa forma, o objetivo do presente
estudo foi verificar em um modelo experimental de paralisia cerebral, o efeito da
desnutricdo sobre o padrdo sensorio-motor da mastigacdo em ratos submetidos ao
modelo experimental de PC. Foram utilizados 60 ratos machos da linhagem Wistar,
distribuidos aleatoriamente nos grupos: grupo Normonutrido (NC, n=15),
Normonutrido PC (NPC, n=15); Desnutrido (DC, n=15) e Desnutrido PC (DPC,
n=15). Os animais do grupo PC foram submetidos a um modelo experimental
baseado na combinagcdo da andxia perinatal associado a restricdo sensorio-motora
das patas posteriores. Foram avaliados nos diferentes grupos: ganho de peso
corporal, a ingestao de leite materno e racao, 0os parametros motores e sensoriais da
mastigacdo e propriedades musculares (peso e tipagem muscular) do masseter e
digastrico. Animais do grupo Desnutrido PC, apresentaram redu¢do mais severa do
peso corporal (P<0,05), ingestdo de leite (P<0,05), consumo de racao (P<0,05),
frequéncia mastigatéria, quantidade de reagdes de “gosto” (P<0,05), peso muscular
e aumento na proporcao das fibras tipo IIA (P<0,05). A desnutricdo proteica acentua
0os danos no controle sensério motor da mastigacdo, em animais submetidos a

paralisia cerebral.

PALAVRAS-CHAVE: Desnutricdo proteica. Paralisia Cerebral. Mastigac&o. Ratos.



ABSTRACT

The responsiveness of an organism to environmental challenges with changes in
their phenotype, in its form, state, development or activity is called phenotypic
plasticity. One of the best documented variables that affect the phenotypic plasticity
is nutrition. Currently, protein malnutrition remains a serious health problem that
affects infants and children, especially in developing countries. In these countries,
cerebral palsy (PC) is related to poor maternal and child nutrition conditions.
Commonly, children with PC have feeding difficulties and may lead to inadequate
ingestion of nutrients and malnutrition. However there is a paucity of data in the
scientific literature about the effect of malnutrition in feeding behavior of individuals
with PC, especially the morphological and functional aspects of mastication. In this
way, the aim of this study was to investigate in an experimental model of cerebral
palsy, the effect of malnutrition on the sensoriomotor patter chew in rats submitted to
PC experimental model. 60 Wistar rats were randomly divided in groups were used:
Nourished (NC, n=15), Nourished PC (NPC, n=15), Malnourished (DC, n=15) and
Malnourished PC (DPC, n=15). The animals of PC groups were submitted to an
experimental model based on the combination of perinatal anoxia associated with
sensoriomotor restriction of the hind paws. We evaluated in the different groups:
body weight gain, the ingestion of breast milk and pellets of casein, the motor and
sensory parameters of mastication and muscle properties (weight and muscle typing)
of the masseter and digastric. Animals from malnourished PC group showed the
most severe reduction in body weight (P<0,05), milk intake (P<0,05), feed intake
(P<0,05), masticatory frequency (P<0,05), number of hedonic reactions (P<0,05),
increased muscle weight and the proportion of type IIA muscle fibers (P<0,05).
Protein malnutrition accentuates the damage to the sensory motor control of

mastication, in animals submitted to cerebral palsy model.

Key words: Protein malnutrition. Cerebral Palsy; Mastication; Rats.
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1. APRESENTACAO

Esta pesquisa faz parte de um dos campos de estudo do grupo “Nutricéo,
Atividade Fisica e Plasticidade Fenotipica”, do Departamento de NutricAo da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e do Laboratério de Exercicio Fisico e
Plasticidade Fenotipica do CAV — UFPE. O objetivo do estudo foi investigar os
efeitos da paralisia cerebral experimental associado a desnutricdo perinatal, sobre o
controle sensorio-motor da mastigacao.

O modelo experimental adotado para essa pesquisa foi 0 modelo proposto por
Strata e colaboradores que consiste na combinagcdo da anodxia perinatal associado a
restricdo sensoério-motora das patas posteriores em ratos. Adotamos tal modelo
devido o mesmo ser eficaz em reproduzir diversos danos em funcdes vitais para o
organismo, como a coordenacdo motora, equilibrio, marcos do desenvolvimento
motor e atividade locomotora. No entanto ndo ha relatos na literatura sobre o uso
desses modelos na avaliacdo das comorbidades orofaciais, sobretudo os aspectos
morfologicos e funcionais da mastigacao.

Além disso, devido a desnutri¢cdo fazer parte do cenério da paralisia cerebral,
sobretudo em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, surgiu o interesse
em avaliar como a desnutricdo perinatal € capaz de influenciar no curso da
instalacdo das sequelas mastigatérias induzidas pela doenca.

Os dados obtidos resultaram em um artigo de Revisao Sistematica “Func¢des
Orofaciais em Modelos Experimentais de Paralisia Cerebral: Uma Revisdo
Sistematica”, que sera submetido a Revista, Journal of Oral Rehabilitation conceito
A2 para a area 21 da CAPES; e um artigo original “Implicacdes da Paralisia Cerebral
Experimental Associado a Desnutricdo Perinatal sobre o Controle Sensério-motor da
Mastigacdo em Ratos”, que sera submetido a revista Physiology and Behavior,
conceito Al para a area 21 da CAPES.

O presente exemplar esta estruturado da seguinte maneira:

1. Introdugao
Revisdo de Literatura
Objetivos

Materiais e Métodos

o k~ 0N

Resultados — Apresentados como formato de um Artigo de Revisédo

Sistematica e um Artigo Original
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6. Consideragdes Finais e Perspectivas

7. Referéncias (do corpo da Dissertacdo)

8. Apéndice A: Artigo de Revisdo Sistematica: Funcbes Orofaciais em
Modelos Experimentais de Paralisia Cerebral: Uma Revisdo Sistematica.

9. Apéndice B: Artigo Original:. Modelo Experimental de Paralisia Cerebral
Causa Déficits no Padrdo Sensdrio-motor da Mastigacdo em Ratos.

10. Anexos
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2. INTRODUCAO

O fendtipo de um individuo é a expressao Ultima da interacdo do seu
genotipo (conjunto de gens) e do ambiente (West-Eberhard, 1986). O
estabelecimento do fen6tipo nos mamiferos tem na fase perinatal de crescimento
e desenvolvimento um periodo vulneravel a multiplos fatores ambientais (Baker,
1991). Neste contexto, surge o conceito de plasticidade fenotipica, um genotipo
poderia expressar-se de modo diverso a depender da particular interacdo com o
ambiente, revelando a capacidade do organismo em reagir aos desafios
impostos pelo ambiente, modificando a sua forma, estado, movimento ou padréo
de atividade (West-Eberhard, 1986). Evidéncias epidemiolégicas e experimentais
tém demonstrado que variacbes ambientais na vida precoce podem levar a
mudancas fenotipicas com repercussfées permanentes nos sistemas fisioldgicos
(Hales et al., 1991; Morgane, 1993).

Um dos fatores mais bem documentados no estudo da plasticidade
fenotipica séo os nutricionais (Moura et al., 2008). A mudanca da qualidade e/ou
quantidade do aporte nutricional, durante os periodos criticos do
desenvolvimento, pode resultar em alteracdes irreversiveis na estrutura e funcao
dos érgaos (Toscano et al., 2008). Estudos revelam que a desnutricdo proteica
perinatal pode resultar em danos em eventos ontogenéticos do sistema nervoso,
incluindo alteracBes na divisdo celular, migracdo neuronal, diferenciacdo das
células e prejuizos na mielinizacdo (Moura et al., 2008; Forbes et al.,1977).

Atualmente a desnutricdo proteica continua a ser um grave problema de
saude que afeta milhares de recém-nascidos e criancas, especialmente em
paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento (Black et al., 2008). Nesses
paises, a ma condicdo materno-infantil de nutricdo é considerada uma das
principais causas que justificam o aparecimento de disturbios neurologicos, como
a paralisia cerebral (PC) (Himmelmann et al., 2006; Serdaroglu et al., 2006).

A paralisia cerebral, também denominada de encefalopatia cronica néo
progressiva da infancia, é resultante de uma lesdo estéatica e ndo progressiva,
gque acomete o sistema nervoso central em desenvolvimento (Krigger, 2006;
Mancini et al., 2002). Comumente criangas com PC apresentam dificuldades na
alimentacao, levando a um quadro de desnutricdo (Gisel, 1993; Galler et al.,

1985). As dificuldades na alimentacdo estdo associadas a multiplas sequelas
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fisicas, psicolégicas e cognitivas, sendo uma das mais incapacitantes, as
disfunc¢des orofaciais (Andrew, Parr, Sullivan, 2013; Santos et al., 2012; Vik T et
al., 2001). O atraso no desenvolvimento da funcdo mastigatéria, por exemplo,
limita a habilidade da crianca em triturar o alimento em pequenas particulas para
formacao de um bolo alimentar adequado para degluticdo (Carvalho et al.,2011).
Associado a isso, individuos com disturbios neurolégicos apresentam alteracdes
na percepcdo do sabor dos alimentos, podendo contribuir para o pobre estado
nutricional (Schiffman et al., 2002). Contudo néao ha relatos na literatura se tais
alteragcbes nos aspectos funcionais da mastigacdo, repercutem sobre a
integridade da estrutura dos musculos mastigatorios. Além disso, pouco se sabe
como a desnutricdo, cenario marcante de paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento, pode intensificar a injaria neurolégica primaria e agravar o
quadro clinico de criancas com PC.

Neste contexto, existem alguns modelos experimentais que tentam
reproduzir os danos causados pela PC e isso permite, dentro dos devidos limites,
a extrapolacdo para humanos (Johnston et al.,, 2005). Dentre os modelos
experimentais, um dos que mais de destacam é o modelo baseado nos
experimentos de Strata e colaboradores, por ser eficaz em reproduzir multiplas
sequelas fisicas caracteristicas da PC (Marcuzzo et al., 2008; Strata et al., 2004).
Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar, em modelo
experimental de paralisia cerebral em ratos submetidos e ndo submetidos a
desnutricdo perinatal, o controle sensério-motor da mastigacdo, bem como o
peso e distribuicao dos tipos de fibras do misculo masseter e digastrico.

Nossa hipétese € que a desnutricdo proteica é capaz de acentuar 0s
danos musculares e no controle sensorio motor da mastigacdo em ratos

submetidos ao modelo experimental de paralisia cerebral.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1Plasticidade Fenotipica

O fendtipo de um individuo € a expressao ultima da interacdo do seu genotipo
(conjunto de gens) e do ambiente (West-Eberhard, 1986). O estabelecimento do
fenotipo nos mamiferos tem na fase perinatal, um periodo vulneravel a multiplos
fatores ambientais (Baker, 1991). O periodo perinatal, composto sobretudo pelas
fases iniciais da vida (gestacao e lactacdo), € considerado critico para o crescimento
e desenvolvimento dos mamiferos (Gluckman et al.,, 2007). Sd0 momentos
especificos da vida em que o organismo sofre modificaces estruturais e fisioldgicas
importantes, para a formacao dos 6rgaos e tecidos (Morgane, 1993).

Evidéncias epidemioldgicas e experimentais demonstraram que variacdes
ambientais quando incidem sobre o periodo perinatal, podem levar a mudancas
fenotipicas com repercussfes permanentes no metabolismo, estrutura e fungéo dos
sistemas fisiologicos (Hales et al., 1991; Morgane, 1993). Neste contexto, o
fendbmeno biolégico na qual o organismo é capaz de reagir aos desafios impostos
pelo ambiente modificando a sua forma, estado, movimento ou padréo de atividade,
€ chamado de plasticidade fenotipica (West-Eberhard, 1986). Portanto, a
plasticidade fenotipica permite que uma variacéo de fenétipos possam ser expressos
por um Unico genotipo, a depender da particular interagcdo do organismo com o meio
ambiente (Gluckman et al., 2007).

Uma das variacbes mais bem documentadas no estudo da plasticidade
fenotipica sdo os fatores nutricionais (Moura et al.,2008). Um suprimento adequado
de nutrientes é fundamental para o crescimento e desenvolvimento em todos 0s
sistemas bioldgicos (Morgane, 1993). Nesse contexto, a nutricdo materna interfere
sobre o crescimento e desenvolvimento fetal (Black et al., 2008). A falta ou o
aumento do aporte nutricional durante periodos criticos do desenvolvimento podem
resultar em alteracdes permanentes na estrutura e funcdo de o6rgdos (Ozanne,
Hales, 2004). Associado a isso, a restricdo neonatal de proteina materna esta
relacionada com um menor estoque de nutrientes maternos e, subsequentemente,
menor transferéncia de nutrientes para os filhotes, o que estad relacionado ao
decréscimo do crescimento pés natal (Hallal et al., 2012). Assim, a quantidade e a
qualidade da nutricdo durante os periodos criticos do desenvolvimento pode ter

consequéncias permanentes para a vida das pessoas afetadas (Hallal et al., 2006).
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A nutricdo dos mamiferos durante o periodo poés-natal precoce é
representada pelo aleitamento materno (Smotherman, 1994). Inicialmente os
nutrientes e fluidos séo obtidos pelo mamilo materno através do comportamento de
succao (Westneat, Hall, 1992). Entretanto a medida que o animal se desenvolve, o
comportamento de succ¢ao é substituido gradativamente pela mastigacao (Westneat,
Hall, 1992). Essa transicdo no comportamento alimentar reflete a maturacéo
neuromuscular e funcional da mastigacdo que ocorre durante o periodo critico do
desenvolvimento, particularmente na gestacao e lactacao (Brocard et al., 2006). Em
estudos experimentais foi observado em ratos, 0s primeiros movimentos
mastigatorios e a ingestéo de alimentos sélidos no décimo segundo dia de vida pés
natal (Westneat, Hall, 1992). Porém o amadurecimento do padrdo motor da
mastigacdo é finalizado no vigésimo primeiro dia de vida pos-natal (Bottinelli et al.,
1991; Westneat, Hall, 1992). Nessa fase, alguns estimulos ambientais, como a
escassez na oferta de alimento durante a gestagdo e lactagdo, podem interferir

sobre o desenvolvimento de diversos 6rgaos e tecidos (Lucas, 1991).

3.2 Desnutricado Perinatal

A privacdo de nutrientes durante o periodo perinatal pode resultar em
alteracdes irreversiveis na estrutura e funcdo de diversos sistemas biologicos
(Lucas, 2005). Um dos sistemas mais sensiveis a agressdes nutricionais durante o
periodo perinatal é o sistema muscular esquelético (Toscano et al., 2008). Estudos
revelam que a desnutricdo perinatal pode danificar permanentemente a estrutura e
funcdo muscular (Bedi et al., 1982). Em relacdo aos musculos mastigatérios, as
principais modificacdes observadas, ocorrem ap6s o nascimento, quando o padrao
do consumo alimentar muda de suc¢do para mastigacdo (Westneat, Hall, 1992;
Bredman et al., 1992). Evidéncias experimentais demonstraram que a desnutricao
proteica perinatal provocou reducdo do peso muscular, area e perimetro das fibras
musculares do Masseter (Ferraz-Pereira et al., 2015) e Pterigoide Medial (Parada-
Siméo et al., 2011).

Outra propriedade do tecido muscular sensivel as agressdes nutricionais é a
distribuicdo dos tipos de fibras musculares (Prakash, Fournier, Sieck, 1993). Os
musculos da mandibula apresentam uma composi¢do heterogénea, quanto ao tipo
de fibras musculares (Korfage, Van Eijden, 2003). Essas fibras diferem nas

propriedades contrateis, producdo da forca maxima, velocidade de contracdo e no
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grau de resisténcia a fadiga (Schiaffino, Reggiani, 1996). Durante o periodo pos-
natal precoce, o numero de fibras rapidas tipo 1IB aumentam rapidamente para se
adaptar ao aumento das demandas funcionais, em virtude da mastigacao exigir
maiores forcas de contracdo muscular (Shida et al., 2005). As fibras musculares do
tipo 11B sdo aquelas que apresentam a maior velocidade de contragéo e producédo de
forca méxima, necessérias para realizacdo dos golpes mastigatorios (Kawai et
al.,2009). No entanto, Ferraz e colaboradores observaram que a desnutricao
proteica induziu modificacbes na distribuicdo dos tipos de fibras musculares no
musculo masseter, reduzindo a proporcéo de fibras tipo llb (Ferraz-Pereira et al.,
2015). Associado a essas alteracdes morfoldgicas, ratos submetidos a desnutricao
proteica neonatal, apresentaram prejuizo em parametros motores da funcao
mastigatoria, comprometendo a funcionalidade da mastigacéo (Ferraz-Pereira et al.,
2015). No entanto ndo foi avaliado se tais prejuizos interferem sobre o consumo
alimentar desses animais.

Propriedades sensoriais envolvidas na ingestdo do alimento também podem
ser modificadas por fatores nutricionais (Cabanac, Fantino, 1977). Além disso, o
prazer da ingestdo alimentar € amplamente modulado pelo estado nutricional do
individuo (Badonnel et al., 2012). Evidéncias experimentais demostraram que a
desnutricdo no periodo de lactacdo, afetou a selecdo do alimento, em ratos aos 90
dias de vida (Cambraia et al., 2001). Também foi observado em ratos que a
restricdo crbnica do consumo alimentar induziu prejuizos na funcdo olfatoria,
observados durante a procura e aquisicdo do alimento (Badonnel et al., 2012).
Nesse sentindo, os mamiferos dependem de pistas olfatérias e da percepcéo do
sabor para discriminar e determinar a palatabilidade e o valor heddnico do alimento
(Badonnel et al.,, 2012). O valor hedbnico do alimento, definido como prazer
proporcionado pela alimentagcéo, exerce um papel fundamental na regulacdo do
apetite e do consumo alimentar e mudancas no estado nutricional podem levar a
modificacdes a reacbes ao odor (Jiang et al., 2008). No entanto ndo ha relatos na
literatura se a desnutricdo é capaz de modificar a reatividade ao sabor em modelos
experimentais. Associado a essas mudangcas em aspectos sensorio-motores da
ingestao alimentar, o impacto na fungcdo mastigatoria parece ser ocasionado por um
dano no circuito neural envolvido na modulacdo dos movimentos mastigatorios
(Andrew, Parr, Sullivan, 2011).
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A maturacdo do padrdo sensoério-motor da mastigagdo ocorre durante o
periodo de desenvolvimento do sistema nervoso (Westneat, Hall, 1992). A privacéo
de nutrientes durante as fases iniciais da vida pode causar atraso no
desenvolvimento cerebral (Morgane, Mokler, Galler, 2002). Evidéncias experimentais
demonstraram que a desnutricdo proteica perinatal pode resultar em alteracbes em
eventos ontogenéticos do sistema nervoso, incluindo danos na divisdo celular,
migracdo neuronal, diferenciacdo celular e prejuizos na mielinizacdo (Forbes et
al.,1977).

Atualmente, a desnutricdo proteica continua a ser um grave problema de
saude que afeta recém-nascidos e criancas, especialmente dos paises em
desenvolvimento, e € uma importante causa de baixo peso ao nascer (Black et al.,
2008). Nestes paises, a incidéncia de desordens como encefalopatia hipoxico-
isquémica durante o periodo perinatal estd aumentada, especialmente quando
associado ao peso ao nascer abaixo de 1.500 g (Subramanian, 2009). Neste
contexto, estudos revelam que o baixo peso ao nascer é considerado um dos
principais fatores de risco de transtornos neurolégicos, como a Paralisia Cerebral
(PC) (Colver,Fairhurst, Pharoah, 2014).

Nos paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, a PC esta relacionada
a problemas gestacionais, atendimento médico e hospitalar inadequado, dada a
demanda das condicdes clinicas apresentadas principalmente por criancas nascidas
antes da correta maturacéo neurolégica (Himmelmann et al., 2006; Serdaroglu et al.,
2006). Ademais, umas das principais causas que justificam o aparecimento da PC
nesses paises, sdo as mas condigbes materno-infantis de nutricdo (Himmelmann et
al., 2006; Serdaroglu et al., 2006). Estudos revelam que o pobre estado nutricional
pode compor os efeitos primarios da injuria cerebral em criancas com PC e ter seu
quadro clinico agravado (Andrew, Sullivan, 2010). No entanto, evidéncias
epidemioldgicas e experimentais que documentem os efeitos da ma nutricdo na

saude de criancas com PC séo limitadas (Kuperminc, Stevenson, 2008).

3.3 Paralisia Cerebral e Modelos Experimentais
A Paralisia Cerebral (PC) compreende um grupo de distarbios permanentes
no desenvolvimento do movimento e postura, causando limitacdo na atividade, que é

atribuida a um disturbio ndo progressivo que ocorre durante o desenvolvimento do
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cérebro fetal ou infantil (Bax et al., 2005). As alteracbes motoras da paralisia
cerebral sdo geralmente acompanhadas por distirbios na sensacdo, percepcao,
cognicdo, comunicacdo e comportamento (Rosenbaum et al., 2006), acometendo
duas a cada mil criancas, sendo a causa mais comum de incapacidade motora
cronica na infancia (Yeargin-Allsopp et al., 2008). Todavia, vale ressaltar que em
paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, a incidéncia é maior, pois esses
paises reunem condi¢cdes mais favoraveis a ocorréncia de problemas crénicos como
a PC (Himmelmann, 2013). No Brasil, estima-se que a cada 1.000 criancas nascidas
vivas, sete sdo portadoras de PC, e que cerca de 30.000 a 40.000 novos casos
ocorrem por ano (Mancini et al., 2002).

Na Paralisia Cerebral, a éarea cerebral afetada reflete diretamente as
incapacidades resultantes, sendo algumas areas cerebrais mais susceptiveis que
outras (Koman et al., 2004; Jones et al., 2007). A incapacidade de controlar fungdes
motoras ocorre, por exemplo, em lesdes do motoneurdnio superior, onde h& reducéo
da aferéncia dos tratos reticuloespinhal e corticoespinhal ao cérebro, diminuindo o
namero de unidades motoras efetivas (Koman et al., 2004; Bax et al., 2005).

O desenvolvimento global é afetado negativamente, prejudicando
diretamente a capacidade exploratéria, de linguagem, aprendizado e independéncia
(Jones et al., 2007). Os sinais caracteristicos sdo assimetrias posturais,
espasticidade, aumento de reflexos, atrofia e fraqueza muscular, distdrbios do
movimento, ataxia, rigidez e marcha caracteristica em tesoura (Koman et al., 2004;
Krigger, 2006). Ha repercussdes negativas sobre o processo de crescimento, como
no comprimento e/ou na estrutura muscular e dos ossos (Novacheck, Gage, 2007),
assim como anormalidades no tamanho das fibras musculares e transicdo de seus
fendtipos de lentas para rapidas, observadas em biopsias de fibras musculares de
paciente com PC (Ito et al., 1996; Marbini et al., 2002).

Aléem das manifestacdes primarias relacionadas a desordens no ténus,
postura e movimento, criancas com PC usualmente apresentam comorbidades
incluindo problemas com a alimentagdo e um pobre estado nutricional (Krigger,
2006). Uma alimentacéo equilibrada € fundamental para manutencdo da saude e
bem estar do individuo (Reilly, Skuse, Poblete,1996). Entretanto a precariedade na
habilidade de se alimentar observada em criangas com PC provoca aumento do
risco de mortalidade e estad associado com pior prognostico da doenca (Sullivan et

al., 2000). Estima-se que 40% das criancas com PC apresentam disfuncdo no
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controle da saliva (Reid et al., 2012), 65% possuem déficits na mastigacéo (Benfer
et al., 2014) e 85% apresentam disfagia (Benfer et al., 2012). No entanto, outros
aspectos como funcdes orais sensoriais sdo significativamente menos exploradas na
literatura (Edvinsson, Lundqvist, 2015).

Em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, mais de 90% das
criangas com PC apresentam dificuldades na alimentagdo levando a moderada ou
severa desnutricdo (Sullivan et al., 2000). Ha relatos que a desnutricdo é a principal
causa de morte de criancas com PC em alguns paises subdesenvolvidos (Khan et
al.,, 1998). Contudo a escassez de evidéncias experimentais que poderiam
esclarecer os mecanismos subjacentes as dificuldades na alimentagdo, limita a
eficacia de intervencdes terapéuticas em reverter o impacto no quadro nutricional
dessas criangas.

Neste contexto, estudos que desenvolvem modelos experimentais de PC
utilizando animais tem fornecido grandes avancos e conhecimentos importantes
sobre a patogénese da doenca (Johnston et al.,, 2005). Tais estudos Vém
contribuindo na construcdo de potenciais terapias que visam minimizar a
incapacidade crbénica da doenca (Oliveira, 2009). Os modelos experimentais
replicam uma ou mais caracteristicas da PC nos animais em desenvolvimento. No
entanto existe uma significativa heterogeneidade nesses modelos (Johnston et al.,
2005). A variabilidade nos modelos desenvolvidos envolvem diferentes aspectos da
sindrome, tais como o tempo, mecanismo e extensdo da injuria e diferentes
espécies (Johnston et al.,, 2005). Os modelos experimentais mais estudados na
literatura séo aqueles baseados na injecdo de Lipopolissacarideo, hipéxia-isquemia
perinatal, hemorragia interventricular e desuso dos membros posteriores. Esses
modelos tentam reproduzir os danos causados pela PC e isso permite, dentro dos
devidos limites, a extrapolacdo para humanos. No entanto, os modelos
experimentais baseados em um unico insulto, parecem ndo ser eficazes em
reproduzir o fenoétipo tipico da crianga com PC (Marcuzzo et al.,, 2010). Modelos
experimentais induzidos por combinacdo de insultos, conseguem mimetizar mais
caracteristicas da doenca (Marcuzzo et al., 2010). Diante disso, 0 modelo proposto
por Strata e colaboradores que consiste na combinacdo da anoOxia perinatal
associado a restricdo sensorio-motora das patas posteriores, reproduz diversas
anormalidades na atividade locomotora, coordenacdo, equilibrio, além de atrasos

nos marcos do desenvolvimento motor (Strata et al., 2004).
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Quanto aos parametros avaliados em modelos experimentais de PC, a maior
parte dos estudos buscam investigar os mecanismos subjacentes aos achados
neuroldgicos e modificagdes na atividade locomotora. No entanto, ha uma escassez
de estudos na literatura que investiguem o0s processos relacionados ao
comportamento alimentar e as func¢des orofaciais, sobretudo a mastigacdo. Nesse
sentido, é importante entender o impacto destes modelos sobre a mastigacéo, haja
vista que estudos mostram efeitos deletérios na histologia do masculo esquelético e
na organizacdo do cortex somatossensorial primario como resultado da anoxia
combinada a imobilizacdo dos membros posteriores em ratos (Stigger et al., 2011).
Além do mais, somente o0 desuso € capaz de reduzir o feedback proprioceptivo dos
membros posteriores e levar a remodelacdo no cértex somatossensorial (Langlet et
al., 1999; Coq et al., 2008) e no cortex motor (Strata et al., 2004). A remodelacéo
nessas areas cerebrais provoca uma modificacdo na ativacao neuronal (Dupont et
al., 2003) que pode contribuir com a performance anormal das habilidades motoras
vista nestes animais. Assim, a atividade motora e o estimulo proprioceptivo parece
desempenhar um papel importante no desenvolvimento motoneuronal (Inglis et al.,
2000). Dessa forma, a utilizacdo do rato como animal experimental, obedecendo aos
critérios éticos, permite a observacdo do desenvolvimento de comportamentos e
suas sequelas, os quais poderdo ser evidenciados na PC induzida (Strata et al.,
2004), auxiliando a elucidar as modificagbes na estrutura e funcdo do sistema

estomatognatico, associadas as dificuldades na alimentacéao.

3.4 Paralisia Cerebral e Dificuldades na Alimentacgéo

Comumente, criancas com disfuncdes neuromotoras apresentam dificuldades
na alimentacdo (Gisel, 1993). Essas dificuldades séo resultantes de anormalidades
nas estruturas anatdémicas envolvidas com a preparacao oral do alimento, podendo
resultar em severa disfungédo alimentar e inadequada ingestéo nutricional (Sullivan,
et al., 2000). Alteracdes faciais, no palato e garganta (Jersey, 1975), a pobre
denticdo (Sullivan, 2013), o desenvolvimento de céries (Rodrigues dos Santos et al.,
2003) e as modificacbes periodontais (Rodrigues dos Santos et al.,, 2003), séo
exemplos de anormalidades observadas em criangas com PC. Ademais, essas
alteracdes morfologicas das estruturas cranio-faciais, repercutem de forma deletéria
sobre a integridade das fungGes motoras orofaciais, essenciais para a trituracéo e

processamento dos alimentos (Reilly, Skuse, 1992).
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O pobre consumo de nutrientes em criancas com PC é reflexo de mdltiplas
alteracbes motoras orofaciais (Vik et al., 2001). A disfuncdo nos movimentos da
lingua por exemplo, pode causar perda do alimento e dificuldades na formacéo do
bolo alimentar (Andrew, Parr, Sullivan, 2012). Movimentos limitados da lingua, tais
como auséncia ou reducdo da lateralizagdo, promove controle precario do alimento
na cavidade oral, e inabilidade em mastigar e deglutir (Andrew, Parr, Sullivan, 2012).

Associado aos déficits no controle dos movimentos da lingua, a fraca succéo
e a reducado no repertério dos movimentos mastigatérios, compromete a eficacia da
preparacao oral do alimento no interior da cavidade oral (Andrew, Parr, Sullivan,
2012; Reilly, Skuse, 1992). A Instabilidade da mandibula durante a mastigacgéo limita
a abertura e o fechamento gradual coordenado, comprometendo a manipulacéo do
alimento na cavidade oral (Andrew, Parr, Sullivan, 2012). O prejuizo na harmonia
dos movimentos mandibulares dificulta a habilidade da crianga com PC em reter o
alimento na boca, causando perdas excessivas do alimento (Benfer et al., 2014,
Sullivan, 2013). Além disso, a incapacidade da criangca com PC em deglutir de forma
segura, dificulta o transito e a propulsdo do bolo alimentar para faringe com as vias
aéreas protegidas (Arverdson, 2013). Diante destas dificuldades, a ingestdo de
alimentos solidos parece ser mais dificil para individuos com PC que apresentam
funcdo motora oral danificada e fraqueza muscular (Weir et al., 2013). Em razéo
disto, dietas com consisténcias liquidas e semi-solidas sdo a primeira escolha para
estes individuos (Andrew, Parr, Sullivan, 2012; Weir et al., 2013).

Com o proposito de investigar se as modificacbes nas fungdes orofaciais sédo
agravadas pela desnutricdo perinatal, surge-se a necessidade de avaliar o grau de
comprometimento dessas alteracdes e a que mecanismos estdo associados em
modelos experimentais de PC. Os parametros motores da funcdo mastigatéria
(duracdo do periodo de incisdo e da mastigacdo ritmica, numero de ciclos
mastigatorios e frequéncia mastigatéria), sdo considerados indicadores da
dificuldade do processamento alimentar, sendo portanto eficazes em avaliar o grau
da eficiéncia mastigatéria (Mostafeezur et al., 2012). O periodo de incisdo é
caracterizado por sucessivas incisdes seguido da conducao do alimento para a parte
posterior da cavidade oral, iniciando o periodo da mastigacéo ritmica (Ferraz-Pereira
et al., 2015; Mostafeezur et al., 2012) (Figura 1 e 2). No periodo da mastigacdo
ritmica, ocorre a trituracdo do alimento a partir de movimentos vigorosos e de

velocidade da mandibula, denominados de ciclos mastigatérios (Ferraz-Pereira et
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al., 2015; Mostafeezur et al., 2012) (Figura 1 e 2). Contudo, ndo h& relatos na
literatura sobre o impacto em tais parametros motores induzido por modelos

experimentais de PC.

Sequéncia mastigatoria
4 2
—

Periodo de incisdo Periodo da mastigacao ritmica

i & l

Ciclos mastigatorios

Figura 1 e 2: Esquema representativo dos parametros motores da mastigacao (figura 1). Observagéo

do animal no plano sagital por meio da filmagem para extracdo dos parametros avaliados (figura 2).

Além dos parametros motores da funcdo mastigatéria, comprometimentos
sensoriais podem reduzir a habilidade da procura e apreciagao do alimento, levando
a inadequada ingestdo de nutrientes (Toth, Poehlman, 2000). Durante a
alimentacdo, os receptores sensoriais intraorais, sobretudo as papilas gustativas
situadas na superficie da lingua, sdo ativados durante a execu¢do dos movimentos
mastigatérios (Yamada, Yamamura, Inoue, 2005). Esses receptores estdo
envolvidos em fornecer o feedback sensorial ao cérebro e guiar os movimentos
mastigatorios da mandibula (Yamada, Yamamura, Inoue, 2005). Nesse contexto,
experimentos utilizando animais, tém ajudado a compreender as respostas
provocadas por variados tipos de sabores dos alimentos (Chao — Yi HO, Berridge,
2014). Esses experimentos analisam as expressdes faciais e corporais de animais
submetidos a diferentes estimulos do sabor (Chao — Yi HO, Berridge , 2014). Como
humanos e outros mamiferos, reagem de forma semelhante aos estimulos do sabor,
o teste de reatividade intra-oral, aplicado em ratos, tem sido uma boa ferramenta na
aquisicdo de dados potencialmente extrapolaveis para humanos (Wyvell, Berridge,
2000). A figura 3 ilustra a semelhanca das expressOes faciais induzidas por

estimulos gustativos em diferentes mamiferos (Figura 3).
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Figura 3: reacdes do sabor avaliadas em mamiferos neonatos. Foto retirada do artigo “Intra-
Accubens Amphetamine Increases the Conditioned Incentive Salience of Sucrose Reward:

Enhancement of Reward “Wanting” Without Enhanced “Linking” or Response Reinforcement”, 2000)

A administragcdo de solugbes de “gosto”, como a sacarose, provocam
respostas prazerosas para o animal, tais como, protrusdes e movimentos laterais da
lingua e “lamber” as patas (Grill, Norgren, 1978). No entanto, ndo ha relatos na
literatura sobre as alteracdes na percepcao do sabor dos alimentos em criangas com
PC. Nesse sentido, torna-se relevante avaliar a influéncia da reatividade ao sabor na
modulacdo dos movimentos mastigatérios, bem como do consumo alimentar, em
modelos experimentais de PC.

Um dos principais fatores que contribuem para a instalagédo das disfuncoes
orofaciais, sdo as alteracbes no tbnus muscular observado nos musculos
constituintes do sistema estomatognatico (Benfer et al., 2012). O dano no sistema
piramidal (visto na PC) pode dar origem a altera¢gées no tonus muscular, e causar
lesbes nos padrbes eferentes (motor), que, por sua vez, pode gerar um impacto nos
musculos da mandibula, bochechas, labios, lingua, palato e faringe, que manifestam
funcionalmente como dificuldades na alimentacdo (Benfer et al., 2012). Os labios
podem ser hipotonicos, hipertdnicos ou apresentar uma variacdo de tdnus com
movimentos constantes da mandibula durante o repouso (Andrew, Parr, Sullivan,
2013). O pobre controle dos labios pode causar perda do alimento e fluidos,
resultando em declinio no consumo alimentar e contribuindo para o pobre estado
nutricional (Morgan, Reilly, 2006; Andrew, Parr, Sullivan, 2013). O tdbnus muscular
normal da bochecha permite que o alimento se mantenha no interior da cavidade
oral associado ao suporte dos labios e movimentos da lingua (Andrew, Parr,
Sullivan, 2013; Carvalho et al., 2011). A hipotonia da lingua por sua vez resulta em
retencdo do alimento nas laterais da cavidade oral impedindo a formacao de um bolo
alimentar adequado (Andrew, Sullivan , 2010).
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Quanto aos musculos mandibulares, a hipertonia pode afetar os musculos
que elevam a mandibula (Ortega et al., 2008). Tais alteracdes musculares se
manifestam em movimentos mandibulares descoordenados e reducéo na forca de
mordida durante a ingestdo alimentar (Nakagima et al., 1988). A hipertonia e as
desordens no movimento, reflexo das modificacdes generalizadas no tonus
muscular, promove um alto gasto metabdlico (Lundberg, 1976), no qual ndo é
compensado pela ingestdo calorica diaria, comprometendo o balanco dos
macronutrientes e prejudicando sobretudo a qualidade de vida dessas criancas
(Sangermano et al., 2014). Entretanto, ndo foi avaliado o impacto provocado pela
alteracdo do tébnus dos musculos mastigatorios, em propriedades musculares
importantes, como a distribuicdo dos tipos de fibras musculares.

E importante evidenciar também que a performance motora oral limitada da
mastigacdo e da degluticdo em criancas com PC muitas vezes esta associada a
pobre postura de sentar durante a alimentacdo (Santos et al., 2012). A instabilidade
postural, caracterizada por assimetrias corporais severas, afeta a habilidade da
crianca com PC em se alimentar, limitando sua capacidade de ingerir de forma
segura 0s nutrientes necesséarios (Weir et al., 2013). Associado a isso, a postura
individual na alimentacdo tem um impacto na mastigacdo e na degluticdo dos
alimentos por promover um pobre alinhamento ou reduzir a estabilidade corporal em
detrimento de movimentos orais controlados (Weir et al., 2013).

Além do mais, alteracBes nas habilidades cognitivas, linguagem expressiva e
receptiva, comunicacgdo social e disturbios comportamentais, dificultam a capacidade
do individuo com PC interagir socialmente, contribuindo para o pobre estado
nutricional (Andrew, Parr, Sullivan, 2013). As falhas na capacidade de comunicacgao
dificulta a crianca com PC em relatar suas preferéncias alimentares, bem como seu
estado de fome e saciedade (Reilly, Skuse, 1992). Tais comprometimentos levam
essas criangas a ter aversao ao periodo dedicado as refeicdes (Sullivan et al., 2000).

Em virtude da crianga com PC apresentar diversos comprometimentos, o
periodo da refeicdo costuma ser encarado como um desafio (Johnson, Deitz, 1985).
Em meédia, essas criancas gastam entre 60 e 120 minutos durante as refeicoes,
sendo um momento estressante para a crianca e os cuidadores (Sangermano et al.,
2014). E comum os cuidadores ndo saberem como dar um suporte apropriado para
a crianca durante a alimentacdo, promovendo préticas inadequadas e abusivas o

que leva ainda mais dificuldades para crianca (Black, 1999; Hurley et al. 2008).
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Diante disso, estas dificuldades podem resultar em reduzida ingestdo dietética,
tempo de alimentacdo prolongado e pobre estado nutricional com consequente
comprometimento na sua saude geral (Calis et al., 2010).

Dessa forma, observa-se que as alteracGes nutricionais e a paralisia cerebral
acarretam severos comprometimentos morfolégicos e fisiolégicos das diferentes
habilidades sensério-motoras dos mamiferos, em particular nas estruturas e funcdes
do sistema estomatognatico. Contudo, pouco se sabe sobre como fatores
nutricionais, sobretudo a desnutricdo proteica perinatal, pode exacerbar o impacto
nas funcbes orofaciais na paralisia cerebral. Diante disso, existem alguns
mecanismos, sobretudo aqueles relacionados ao controle sensoério-motor da
mastigacdo que devem ser esclarecidos a fim minimizar os agravos relacionados ao
quadro clinico e auxiliar na reabilitacdo dos individuos acometidos pela paralisia

cerebral.
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4. OBJETIVOS

4. 1- Objetivo Geral:
Avaliar em modelo experimental de PC (Restricdo sensério-motora associada
a anodxia perinatal) em ratos, submetidos ou ndo a desnutricdo perinatal, o controle

sensorio-motor da mastigacao.

4.2- Objetivos Especificos:

Avaliar, em modelo experimental de Paralisia Cerebral sobre ratos submetidos ou
ndo a desnutricao proteica:

e O ganho de peso corporal dos filhotes aos 8,14,17,21 e 29 dias de vida pés-

natal;

A Ingestdo de leite materno aos 7,8,14,15,19 e 20 dias de vida pos-natal

(consumo alimentar a partir da succao);

e O consumo pés-desmame e sua relacdo pelo tempo gasto na alimentacéo
aos 21 dias de vida pds-natal (consumo alimentar a partir da mastigacdo);

e Os parametros motores da funcdo mastigatoria (duracdo do periodo de
incisdo, duracdo do periodo da mastigacdo ritmica, numero de ciclos

mastigatorios e frequéncia mastigatoria) aos 21 dias de vida pds-natal;

e A sensibilidade intra-oral (duracdo e quantidade das reagdes de “gosto) aos

21 dias de vida pés-natal;

e O peso muscular, o peso relativo e a distribuicdo dos tipos de fibras do feixe
superficial do musculo masseter e do ventre anterior do musculo digastrico

aos 29 dias de vida pos-natal.
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5. MATERIAIS E METODOS

O projeto foi de carater experimental com animais, realizado no laboratoério de
Fisiologia da Nutricdo do Centro de Ciéncias da Saude UFPE - Recife e no
laboratério do CAV (Centro Académico de Vitoria) UFPE — Vitdria de Santo Antéo.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFPE/CCB, processo n° 23076.025165/2014-10 (Anexo A). O manejo e os cuidados
com 0s animais seguiram as normas recomendadas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), de acordo com a lei 11.794 de 8 de Outubro de
2008, e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of Heath

Guide for Care and Use of Laboratory Animals.

5.1- Manipulagdo dos animais:

Foram utilizados 88 ratos machos da raca Rattus Novergicus Albinus, da
linhagem Wistar, provenientes de 10 ratas da colénia do Biotério de criagdo do
Departamento de Nutricdo. Os animais foram mantidos no Biotério de
experimentacdo do Departamento de Nutricdo da UFPE com temperatura de 22 *
2°C, ciclo claro-escuro de 12/12 horas, alojados em gaiolas de polipropileno com
dimensdes 46 x 31 x 21 cm (CxLxA), com livre acesso a 4gua e alimentagéo (Figura
4).

Figura 4: Acondicionamento dos animais no Biotério, sob condi¢cbes padrées e com livre acesso a

agua e alimentacgéo.
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5.2- Escolha das ratas para acasalamento:

Para obtencdo dos filhotes, foram utilizadas 10 ratas como progenitoras, e
para escolha das ratas foram utilizados os seguintes critérios: 1) as ratas nao
poderiam ter parentesco familiar, 2) possuir idade entre 90 e 120 dias de vida, 3)
apresentar peso entre 220 e 250 gramas e 4) serem primiparas. Estes cuidados
foram adotados para minimizar possiveis influéncias genéticas e fisiologicas nos
resultados (Zambrano, Bautista et al. 2006). Em seguida, foi realizado um
mapeamento do ciclo estral das ratas, através de esfregaco vaginal, e no periodo

estro as fémeas foram postas para acasalar (Marcondes, Bianchi et al., 2002).

5.3- Manipulacédo da dieta das ratas e formacao dos grupos experimentais:

Apds a confirmacdo da gestacdo (GO0), através da técnica de esfregaco
vaginal (Marcondes, Bianchi et al., 2002), as fémeas foram alojadas em gaiolas
individuais e divididas aleatoriamente em dois grupos experimentais, com base na
manipulacdo dietética aplicada as ratas: Normonutrido (N, n=5) e Desnutrido (D,
n=5). O grupo nutrido recebeu dieta normoprotéica com 17% de caseina enquanto
que o grupo desnutrido recebeu dieta hipoprotéica com 8% de caseina (Reeves et
al., 1993).

Tabela 1. Composicao da dieta experimental para roedores, com diferentes teores de proteina.

Quantidade*

Ingredientes

8 % 17%
Caseina 94,12 g 200,00 g
Mix Vitaminico** 10,00 g 10,00 g
Mix Mineral*** 35,009 35,009
Celulose 50,00 g 50,00 g
Bitartarato de Colina 2509 25049
DL-Metionina 3,009 3,009
Oleo de Soja 70,0 ml 70,0 ml
Amido de Milho 503,409 503,40 g
Amido Dextrinizado 132,00 g 132,00 ¢
Sacarose 100,00 g 100,00 g
THBT (antioxidante de gordura) 0,014 g 0,014 g

*Quantidade para 1 kg de dieta. Fonte: REEVES et al., 1993.
** Conteudo da mistura mineral (mg/kg de dieta): CaHPO4, 17200; KCI, 4000; NaCl, 4000; MgO, 420;
MgSO4, 2000; Fe202, 120; FeS04-7H20, 200; elementos tracos, 400 (MnSO4-H20, 98;
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CuS04-5H20, 20; ZnS04-7H20, 80; CoS04-7H20, 0.16; Kl, 0.32; amido suficiente par 40 g [per kg
of diet]).

***Conteldo da mistura de Vitaminas (mg/kg de dieta): retinol, 12; colecalciferol, 0.125; tiamina, 40;
riboflavina, 30; &cido pantoténico, 140; piridoxina, 20; inositol, 300; cianocobalamina, 0.1; menadiona,

80; acido nicotinico, 200; colina, 2720; acido félico, 10; p-acido aminobenzdico, 100; biotina, 0.6.

Logo apdés o nascimento (PO), os neonatos foram selecionados
aleatoriamente em ninhadas de oito filhotes por mde. Em casos de ninhadas com
mais de oito animais, foi dado preferéncia aos filhotes machos. Os filhotes fémeas
foram utilizados para padronizagdo das ninhadas, em casos de proles contendo
menos de oito filhotes machos. Apenas os filhotes machos foram submetidos aos

experimentos e obtencédo de resultados.

5.4- Formagéao dos grupos experimentais e desenho de estudo

Os filhotes foram distribuidos em quatro grupos, baseado na inducdo da
paralisia cerebral experimental: grupo Normonutrido Controle (NC, n= 15),
Normonutrido Anoxia Perinatal e Restricdo Sensoério-Motora(N-AP-RS, n=15);
Desnutrido Controle (DC, n=15) e Desnutrido Anoxia Perinatal e Restricdo Sensorio-
Motora (D-AP-RS, n=15). As ninhadas foram subdivididas de forma que quatro
animais pertenciam ao grupo controle e 0s outros quatro pertenciam ao grupo
submetido a paralisia cerebral experimental, totalizando oito animais por ninhada. Os
filhotes permaneceram com suas respectivas maes até o fim do periodo de lactacdo
(P21). A partir do vigésimo segundo dia de vida pés-natal (P22), os animais foram
separados de suas respectivas genitoras e mantidos em gaiolas com trés a quatro
animais advindos da mesma ninhada e do mesmo grupo experimental. A
manipulacdo da dieta foi mantida até os 29 dias de vida pds-nata. Nesse ultimo dia

(P29), os animais foram
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Gestagio Lactagédo Desmame

PO
GO P7 P8 P14 P15 P17 P19 P20 P21 P29

Peso corporal

Ingestédo lactea

Parametros sensério-motores da mastigagéo

Eutanasia e retirada dos tecidos musculares

Figura 5: Fluxograma do desenho de estudo, destacando a ordem cronoldgica das etapas realizadas
no estudo.

eutanasiados através da decapitacdo para retirada de tecidos para posterior andlise
histol6gica (Figura 5).

5.5- Modelo experimental de paralisia cerebral:

O modelo experimental de paralisia cerebral baseou-se nos experimentos de
Strata et al. (2004), Coq et al. (2008) e Marcuzzo et al. (2008). Este modelo associa
a anoxia perinatal a um modelo de restricdo sensoério-motora dos membros
posteriores semelhante a falta de movimento ocorrida na PC.

Os animais selecionados aos grupos Normonutrido — PC (n=15) e Desnutrido
— PC (n=15) foram submetidos a dois episédios de andxia pés-natal, no dia do
nascimento (PO) e no primeiro dia de vida poés-natal (P1). Os filhotes foram
colocados dentro de uma camara de andxia hermeticamente fechada (Figura 6 e
7C), com dimensfes de 16x16x12 cm (CxLxA) parcialmente imersa em agua a 37
graus. A camara doi acoplada a cilindro de gas nitrogénio (100%) (Linde; Figura 7A)
a 9L/min por 12 minutos em cada dia. Apos o periodo de andxia, os animais foram
retirados da camara e colocados em temperatura ambiente. Apos a recuperacao de
sua coloracédo rosada e respiracdo normal, os filhotes foram devolvidos para as suas

respectivas ninhadas.
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Figura 6 e 7: Camara utilizada para realizagdo da anoxia (figura 6). Materiais utilizados durante a

anoxia: . A. Cilindro de Nitrogénio; B. Camara de anodxia; C. Banho-maria (figura 7).

ApoOs os dois episodios de anodxia, do segundo dia dia vida (P2) ao vigésimo
oitavo dia de vida p6s natal (P28),0s animais foram submetidos a restricdo sensorio
motora das patas posteriores. A imobilizacdo foi mantida 16 horas por dia (das 20h
as 12h do dia seguinte), estando o animal livre para se movimentar nas 8 horas
restantes (das 12h as 20h).

Para a restricdo sensoOrio-motora das patas posteriores, foi utilizado uma
Ortese moldada com massa de epoOxi, mantida na regido do quadril do animal,
estando o0 mesmo com as patas posteriores estendidas. Para manutencdo dessa
posi¢do, foram utilizados fitas micropore e esparadrapo. A colocacdo da Ortese
permitiu apenas movimentos limitados da articulagéo do quadril.

De modo a causar o minimo de ferimentos possivel, foi tido o cuidado de fixar
0 esparadrapo sobreposto a fita micropore, em virtude da mesma ser menos
agressiva para o animal. Além disso, a colocacdo da ortese ndo prejudicava a
eliminacdo de urina e fezes, bem como dos cuidados maternos (Strata et al., 2004).

Durante a retirada da oOrtese e fitas adesivas, alguns cuidados foram tomados,
afim de provocar o minimo dano possivel aos animais: 1) Uso de tesoura pequena e
cotonete embebido com &lcool para facilitar a retirada do esparadrapo e fita
micropore fixados a értese, 2) Apos retirada da értese e fitas adesivas, um cotonete
embebido em merthiolate foi utilizado nos locais onde apresentavam pequenas
feridas, com propdsito de facilitar cicatrizacédo e reduzir o risco de infecgcbes, 3) Em
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alguns animais, foi necessério realizar limpeza de fezes presentes nas patas
posteriores, com um auxilio de algoddo encharcado com agua.

Apés o desmame dos filhotes, no vigésimo segundo dia de vida pds-natal
(P22), fragmentos de pellets de caseina foram colocados no interior das gaiolas,
com o objetivo de facilitar o alcance e aquisicdo do alimento. Tal cuidado foi tido
sobretudo pela dificuldade dos animais submetidos a paralisia cerebral experimental

em alcancar o alimento ofertado na grade da gaiola.

5.6- Andlise do Peso Corporal:

O peso corporal das gestantes foi verificado a cada trés dias durante toda a
gestacdo e também durante o periodo de lactacdo até o desmame dos filhotes. O
peso corporal dos filhotes foi verificado ao nascer, no 8°, 14°, 17°, 21° e 29° dia de
vida poOs-natal, para acompanhamento da taxa de crescimento desses animais. A
pesagem dos animais foi feita a partir de uma balanca eletrbnica digital (Marte,

modelo S-1000, capacidade de 1 Kg e sensibilidade de 0,19)

5.7- Ingestao de leite materno:

Animais com 7, 8 14,15, 19 e 20 dias de vida pdés-natal foram submetidos a
avaliacdo da ingestdo neonatal de leite segundo a adaptacédo do protocolo descrito
por Perillan et al. (2007). O protocolo consistiu em quatro etapas: A) Privagdo: Os
filhotes foram separados da mée durante duas horas e alocados em caixas acrilicas
com maravalha sob aquecimento com auxilio de uma lampada de 25-W. A
temperatura cutanea foi monitorada através de um termistor e mantida a 33°C. B)
Pesagem: Os neonatos foram pesados com auxilio de uma balanca de preciséao
(Marte, modelo AUW220) antes e depois da privacédo. C) Ingestdo: Os neonatos
foram realocados junto as suas progenitoras durante uma hora e posteriormente
repesados. D) Célculo da ingestdo: Apds o final do teste, a ingestdo de leite foi
calculada pelo resultado da subtracdo do peso corporal obtido depois da observagao
comportamental pelo peso obtido anteriormente ao inicio desta. Para obtenc&o do
peso corporal pré-observacéo, foi realizada estimulacdo genital para promover a
excrecdo de urina e fezes (Hall et al.,, 1977). Esta consistiu de friccdo de objeto

macio sobre a regido genital dos filhotes até o término da excrecdo. Esse
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procedimento garante maior confiabilidade a quantificacdo do consumo alimentar.
De modo a evitar que a eventual competicdo entre animais do grupo controle e
paralisia cerebral prejudicasse a obtencdo dos resultados, a avaliacdo do consumo
de leite foi feita separando esses animais. Por apresentar deficiéncias fisicas,
animais do grupo paralisia cerebral sofreriam desvantagens se avaliados junto com

animais do grupo controle.

5.8- Analise dos parametros motores da mastigacao:

Os animais foram submetidos a andlise dos parametros motores da funcéo
mastigatoria aos 21 dias de vida pés-natal de acordo com o protocolo de Ferraz-
Pereira e colaboradores. Os animais foram submetidos a um jejum por um periodo
de 3 hrs (das 15h as 18h) de privacdo alimentar. O inicio do jejum foi realizado
individualmente com o intervalo de meia hora entre cada animal, afim de manter o
mesmo tempo de jejum para todos os animais. Apés o periodo de privacdo
alimentar as 18hrs, os animais foram alocados individualmente em uma gaiola de
acrilico transparente e filmados durante 15 minutos. Para filmagem, foi utilizado uma
camera (Sony DCR-DVD610 NTSC). No inicio da avaliacao, foram colocados dentro
da gaiola 1 grama de pequenos fragmentos de pellets de caseina para cada animal
e posteriormente foi pesada a racado apds o teste. A ingestdo alimentar foi obtida
pela diferenca do peso da racdo antes e apds a observacdo comportamental
(Berridge, 2014). Cada video foi dividido em trés partes de 5 minutos cada, e em
cada parte foram extraidos cinco sequéncias mastigatorias. A escolha dessas
sequéncias mastigatérias foi baseada na observacdo do momento em que o animal
realizou os movimentos mastigatérios de forma continua. Além disso, também foi
levado em consideracdo, a qualidade de imagem da filmagem observada no plano
sagital. Por meio da analise das sequéncias mastigatorias, 0s seguintes parametros
foram avaliados: duracdo do periodo de incisdo (periodo inicial caracterizado por
sucessivas incisdes), duracdo do periodo de mastigacdo ritmica (periodo
subsequente marcado pela execucdo dos ciclos mastigatorios), nimero de ciclos
mastigatorios (quantidade de movimentos verticais de abertura e fechamento da
mandibula) e frequéncia mastigatéria (quantidade de ciclos mastigatérios realizados
por segundo). Para quantificacdo de tais parametros, os videos foram analisados por

um avaliador cego para a identidade do animal, e vistos em slow-motion, (reducao
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de 90% da velocidade), utilizando o programa Media Player Classic Home Cinema

(versao 1.7.5).

5.9- Analise da sensibilidade intra-oral:

hY

Animais com 21 dias de idade pos-natal foram submetidos a andlise da
sensibilidade intra-oral. No dia da avaliacdo, os animais passaram por um periodo
de meia hora de adaptacdo ao local onde foi realizado o teste. Em seguida os
animais foram alocados individualmente em uma gaiola, e filmados por baixo de um
piso transparente. O teste consiste na administracdo de uma solugéo de sacarose
(1%, 1ml, em 2 minutos e meio), na boca do animal, por meio de uma seringa de 1ml
acoplado a uma canula de gavagem. A Solucdo de sacarose (1%, 1ml) provoca as
seguintes reacfes hedbnicas positivas ou de "gosto": protrusdes ritmicas da lingua e
lamber as patas. Movimentos ritmicos da boca, foram considerados reagfes neutras,
ndo sendo avaliadas ao final do teste. Os videos foram analisados por um avaliador
cego para a identidade dos animais para mensuracdo da duracdo e quantidade de
reagoes de “gosto” realizadas por cada animal. Para cada reagao foi estabelecido
um tempo especifico para sua quantificacdo, garantindo que cada reacéo
contribuisse de forma equivalente. Para contabilizacdo das protusGes da lingua foi
definido como tempo dois segundos e o lamber as patas, em cinco segundos. A
analise dos videos foi feita em slow-motion, (reducdo de 90% da velocidade),
utilizando o programa Media Player Classic Home Cinema (versao 1.7.5). (Adaptado
de Berridge., 2014).

5.10- Coleta dos musculos da mastigacao:

No 29° dia pbés-natal, os animais foram eutanasiados por decaptacdo. Apds a
eutanasia, foi feito uma incisdo longitudinal anterior na regido cervical, sendo os
feixes superficial do musculo masseter do lado direito e esquerdo e o ventre anterior
do musculo digastrico dissecados (Figura 8), fixados em N-Hexano e em seguida
pesados. A massa de cada musculo (MM, em gramas) foi mensurada com auxilio de
uma balanca. Apds a pesagem, os musculos masseter e digastrico dos diferentes

grupos experimentais foram imediatamente congelados em isopentano (pré-esfriado
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em diéxido de carbono solidificado a -78,5°C), armazenados a -80 °C e usados para

analise da distribuicao dos tipos de fibras musculares.

A

Figura 8: Vista lateral (figura 8 A) e anterior (figura 8 B), do feixe superficial do misculo masseter (A)
e ventre anterior do musculo digastrico (B). Imagens retiradas do artigo “Heterogeneity of Fiber

Characteristics in the Rat Masseter and Digastric Muscles”, 2007.

5.11- Andlise histoquimica:

Seccgdes tranversais (10um) foram cortadas com um criostato mantido a -
20°C. Os cortes foram fixados em laminas e ao atingirem a temperatura ambiente foi
iniciada a coloracdo®®. Para obtencdo de coloracdo caracteristica da atividade
ATPasica da miosina, foi utilizado o método proposto por Brooke e Kaiser (1970).
Essa técnica estabelece que reacgdes fisico-quimicas bem precisas, realizadas em
varias etapas, permitem obter uma coloragdo caracteristica da atividade enzimética
especifica. Dessa forma, foi possivel identificar os diferentes tipos de fibras
musculares encontrados nos cortes histolégicos. Os cortes transversais do musculo
serdo corados em ATPase miofibrilar calcio-ativada (mATPase), apos pré-incubacéo
em diferentes niveis de pH. As fibras musculares fordo classificadas de acordo com
a intensidade de reacdo a ATPase ap0s a pré-incubacdo em meio acido (pH 4,7),
nos trés tipos principais: | (fibras lentas oxidativas), lla (fibras rapidas oxidativas-
glicolitica) e llb (fibras rapidas glicoliticas). (Cobos et al., 2001). Todas as fibras do
feixe superficial do musculo masseter e do ventre anterior do musculo digastrico
foram contadas em cada corte histolégico e os valores referentes aos diferentes

tipos de fibras foram expressos em percentual do ndamero total. Os campos
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microscoépicos foram obtidos através de microscépio 6ptico OLYMPUS modelo U-
CMAD-2 (objetiva 40 X) acoplado a um programa para captacéo de imagens. Para
contagem das células foi utilizado o software MENSURIN PRO versédo 3.2 (Jean-

Francois Madre-Amiens, Franca).

5.12- Medidas de desfecho e definicdo das variaveis:

5.12.1- Variaveis independentes:

5.12.1.1- De Interesse: estado nutricional dos animais (normonutrido e
desnutrido) e paralisia cerebral experimental.
Obs: Essas variaveis foram utilizadas para a composicédo dos grupos experimentais.

5.12.1.2- De Controle: idade e peso das gestantes e sexo dos filhotes.

5.12.2- Variaveis dependentes
4.12.2.1- Desfecho primario: O padrao sensorio-motor da mastigacao.
4.12.2.2- Desfechos secundarios:

e O peso corporal dos filhotes;

e Angestéo de leite;

e Os Parametros motores da funcdo mastigatoria (duracdo do periodo de
incisdo; duracdo do periodo de mastigacdo ritmica, numero de ciclos
mastigatorios e frequéncia mastigatoria)

e Consumo alimentar pés-desmame e a relacdo do consumo pelo tempo da
alimentacao;

¢ A sensibilidade intra-oral (duragao e quantidade de reacdes de “gosto”);

e O peso muscular e o peso relativo do feixe superficial do musculo masseter e
ventre anterior do musculo digastrico aos 29 dias de vida pds-natal;

e A distribuicdo dos tipos de fibras e da morfologia do feixe superficial do
musculo masseter e do ventre anterior do musculo digastrico aos 29 dias de

vida pés-natal.
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5.13 Anédlise estatistica

Foi aplicado o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade dos
dados. Apos a confirmacdo da distribuicdo normal foram feitas as analises
estatisticas.

Para os dados de peso corporal e ingestao lactea foi feita uma analise de
variancia Two-Way com comparacfes mdultiplas (Two-Way Repeated Measures).
Para analisar os parametros motores da funcdo mastigatéria, consumo alimentar, a
relacdo do consumo alimentar pelo tempo, duracdo e quantidade das reacbes de
gosto, peso muscular e relativo e distribuicdo dos tipos de fibras dos musculos
masseter e digastrico, foi realizado o teste ANOVA TWo-Way.

O teste Post Hoc utilizado em todas as analises foi o teste de Bonferroni. Os
valores estdo expressos em Média e Erro Padrdo da Média (EPM). Todas as
variaveis foram representadas por grafico de colunas, exceto o tempo e a duracéo
das reacfes de gosto (sensibilidade intra-oral), que foi representada por tabela. A
significancia estatistica foi considerada com nivel critico de 5% em todos 0s casos.
Os dados foram analisados através do software SigmaStart® versdo 3.5 e os graficos
feitos no Prisma® 6.0.
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6. RESULTADOS

Esta pesquisa resultou em um artigo de revisio sistematica (ver APENDICE A) e um

artigo original (ver APENDICE B). Os titulos dos trabalhos s&o descritos abaixo:

REVISAO SISTEMATICA: Funcgdes orofaciais avaliadas em modelos experimentais
de paralisia cerebral: Uma reviséo sistematica.
e Revista a ser submetida: Journal of Oral Rehabilitation

e Qualis da revista: A2

ARTIGO ORIGINAL: Modelo experimental de paralisia cerebral causa déficits no
padrao sensorio-motor da mastigacdo em ratos.
¢ Revista a ser submetida: Physiology and Behavior

¢ Qualis darevista: Al
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7. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

A inducdo da paralisia cerebral experimental provocou um impacto sobre o
ganho de peso corporal, a capacidade de alimentacdo (consumo do leite materno e
alimentos sdlidos), a percepcdo do sabor doce e por fim comprometeu o0s
parametros motores da funcdo mastigatoria.

Nosso estudo também investigou como a desnutricdo perinatal, cenario tipico
de paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, pode interferir sobre os
aspectos morfolégicos e funcionais da mastigacdo. Diante dos dados obtidos, foi
verificado que a desnutricdo proteica perinatal acentuou os prejuizos em funcdes
sensoriais e motoras da mastigacdo em modelo experimental de paralisia cerebral.

Para esclarecer a reducao na duracdo e quantidade nas respostas positivas
provocadas pelo sabor doce, sugere-se que estudos posteriores avaliem o0s
possiveis efeitos da paralisia cerebral sobre os receptores intra-orais, destinados a
captar os estimulos gustativos. Nesse contexto, a avaliagdo morfologica das papilas
gustativas situadas na superficie da lingua, poderia elucidar os mecanismos
envolvidos na instalacdo desses déficits sensoriais.

De acordo com os achados do presente estudo, um dos mecanismos
subjacentes que justificam a instalacdo das sequelas nas fun¢des mastigatérias, foi
ocasionado por mudancas em propriedades musculares, sobretudo o declinio do
peso muscular, bem como alteracdes na distribuicdo dos tipos de fibras dos
musculos masseter e digastrico.

Para estudos posteriores, € importante também ndo sé investigar as
alteracdes secundarias musculoesqueléticas, como também entender quais sdo 0s
mecanismos neuroldgicos primarios relacionados a paralisia cerebral. Diante desse
conhecimento, serd possivel estudar estratégias de tratamento que foquem no curso
da plasticidade neural, afim de se obter melhorias efetivas no estado de saude e

qualidade de vida de criangas com paralisia cerebral.
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RESUMO
O objetivo deste estudo € produzir revisdo sistematica que reuna 0S possiveis
efeitos sobre as funcdes orofaciais induzidos por modelos experimentais de paralisia
cerebral em animais. Dois avaliadores independentes conduziram a revisao
sistemética nas bases de dados eletrdnicas MedLine, SCOPUS, Cinahl, Lilacs e
Web of Science, usando os descritores do Mesh e Decs em modelos animais. Os
parametros motores e sensoriais da succ¢do, mastigacdo e degluticdo, foram
considerados como desfecho primario e reatividade ao odor, controle da salivacéo,
controle postural e mobilidade da cabeca durante a alimentagcéo, e habilidade do
animal em adquirir o alimento como desfechos secundarios. A avaliacao do risco de
viés dos estudos foi realizada pelos componentes metodolégicos descritos por
Hooijmans e colabordores (2010). 10 estudos foram selecionados. A maioria dos
estudos utilizam coelhos como modelo experimental de paralisia cerebral. A inducao
da paralisia cerebral foi feita a partir da hipoxia-isquemia, inflamacédo ou hemorragia
interventricular. Todos os modelos experimentais de paralisia cerebral analisados,
modificam as funcgbes orofaciais, observados em sua maioria nos modelos de
hipoxia —isquemia. Contudo o modelo de inflamacéo foi mais eficaz em reproduzir
danos de maior intensidade na coordenacdo da succéo e degluticdo. Mais estudos
devem ser realizados afim de esclarecer os mecanismos subjacentes aos danos

orofaciais e otimizar as estratégias de tratamento oferecidas para criangas com PC.

Palavras chave: Paralisia cerebral. Modelos Experimentais. Comportamento

Alimentar.
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INTRODUCAO:

A paralisia cerebral (PC) é descrita como uma sindrome neuroldgica
caracterizada por alteracbes no movimento, tbnus muscular e postura corporal,
resultante de um distarbio ndo progressivo que ocorre no sistema nervoso central
fetal ou da crianca em desenvolvimento'. Tais manifestacdes provocam limitacdes
na atividade de vida diéria da crianca e dependéncia funcional®. O dano pode ocorrer
ainda no Utero, durante o nascimento ou nos primeiros anos de vida®. A prevaléncia
da PC é de 2 a 3.5 por 1000 nascidos vivos*®, onde a maioria dos casos, 70 a 80%
sdo adquiridos durante o periodo pré-natal, seguido de infec¢cbes do sistema
nervoso central durante o periodo pés-natal e complicacdes no trabalho de parto,
como a asfixia neonatal®’.

Além dos comprometimentos primarios relacionados a desordens no ténus,
postura e movimento, criancas com PC usualmente apresentam comorbidades
incluindo problemas com a salivacdo, succdo, mastigacdo e degluticao,
genericamente denominados de disfuncdes orofaciais®*°. Esses problemas resultam
em dificuldades na alimentacéo e pobre estado nutricional*'?. Estima-se que 85%
das criancas com PC apresentam dificuldades na alimentacéo®, 65% déficits nos
movimentos mastigatorios e 40% apresentam disfuncéo no controle da saliva®®.

Uma alimentacdo equilibrada é fundamental para manutengcdo da saude e
bem estar do individuo®. Entretanto, a precariedade na habilidade de se alimentar
observada em criancas com PC provoca aumento do risco de mortalidade e esta
associado com pior progndstico da desordem®. Notavelmente, as causas mais
comuns de morte em criancas com PC sao secundéarios a doencas respiratorias e
disfuncdes orofaciais'®. Em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, mais
de 90% das criancas com PC apresentam dificuldades na alimentacdo levando a
moderada ou severa desnutricdo'”*®. Ha relatos que a desnutricdo é a principal
causa de morte de criancas com PC em alguns paises subdesenvolvidos da Africa®

A ma nutricdo em criangas com PC é frequentemente causada por
comprometimentos nas funcdes orofaciais, nas quais prejudicam a habilidade da
crianca em consumir de forma segura as calorias e nutrientes necessarios para o
seu crescimento®. Ademais, anormalidades nas estruturas anatdémicas envolvidas
com a preparacdo oral e no desenvolvimento do reflexo da degluticdo, podem
resultar em severa disfuncdo alimentar e inadequada ingestao nutricional®®?*. Essas

anormalidades limitam o consumo alimentar em virtude da auséncia do controle da
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salivacdo, episodios de tosse, incoordenacdo dos musculos mandibulares, pobre
controle da lingua, atraso da degluticdo, resultando num prolongado tempo de
refeicdo e frustracdo da crianca e dos pais®*%.

A PC é considerada a causa mais comum de incapacidade fisica na infancia*
e estudos em animais tem fornecido grandes avangos e conhecimentos importantes
sobre a patogénese da doenca®. Tais estudos vém contribuindo na construcdo de
potenciais terapias que visam minimizar a incapacidade crénica da desordem®. Os
modelos experimentais replicam uma ou mais caracteristicas da PC nos animais em
desenvolvimento. No entanto, existe uma significativa heterogeneidade nesses
modelos. A variabilidade nos modelos desenvolvidos envolvem diferentes aspectos
da doenca, tais como o tempo, 0 mecanismo e a extensdo da injuria, o uso de
diferentes espécies e os parametros avaliados.

Quanto aos parametros avaliados em modelos experimentais, a maior parte
dos estudos que utilizam modelos experimentais de PC, buscam investigar os
mecanismos subjacentes aos achados neuroldgicos e modificacbes na atividade
locomotora. Contudo, ha uma escassez na literatura de estudos que investiguem os
processos relacionados sobretudo ao comportamento alimentar e as funcdes
orofaciais desses animais. Sendo assim, torna-se relevante avaliar o impacto de
modelos experimentais de PC nas funcbes orofaciais, e avaliar quais sdo o0s
comprometimentos provocados, € 0S mecanismos associados a essas
manifestacfes. Diante do exposto, o objetivo deste estudo € produzir revisao
sistematica que retna os possiveis efeitos sobre as funcdes orofaciais induzidos por

modelos experimentais de PC em animais.

METODOS

Estratégia de busca

A pesquisa na literatura foi realizada em Abril de 2015 nas bases de dados
eletrbnicas MedLine/ Pubmed (National Library of Medicine/ Medical Literature
Analysis and Retrievel System Online), SCOPUS, Cinahl, Lilacs (Literatura Latino-
americana e do Caribe em Ciéncias da Saude) e Web of Science. A pesquisa focou
em estudos experimentais que utilizaram modelos experimentais de paralisia

cerebral em animais que avaliaram os parametros das func¢des orafaciais, usando a
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combinacdo dos descritores MESH “Animals”, “Models”, “Rats”, “Rabbits”, “Sheep”,
“‘Cats”, “Primates”, “Piglets” “Cerebral Palsy”, “Mouth”, “Behavior”, “Feeding
Behavior”, “Smell”, “Mastication”, “Sucking Behavior’, “Deglutition”, “Olfaction
disorders” e “Taste” ou seus respectivos descritores do DECS (Animais, Modelos,
Ratos, Coelhos, Ovelhas, Gatos, Primatas, Porcos, Paralisia Cerebral, Boca,
Comportamento, Comportamento Alimentar, Cheiro, Mastigacdo, Succao,
Degluticdo, Desordens Olfatorias e Gosto). Nao houve restricdo do ano nem da
lingua de publicacdo dos artigos. Além disso, uma limitacdo foi estabelecida em
apenas incluir artigos que usaram animais experimentais no estudo.

A pesquisa foi conduzida nas bases de dados eletronicas por dois revisores
independentes (Lacerda DC e Teracio A) baseado num protocolo pré-definido. Um
terceiro avaliador (Ferraz KN) foi consultado quando necesséario como um mediador
para definicAo da inclusdo ou nao inclusdo dos artigos que nao houveram
concordancia entre os revisores. Por fim, a extracdo dos dados foi realizada de

acordo com a avaliacao dos critérios de elegibilidade definidos no estudo.

Critérios de incluséo

Para selecionar os artigos que entraram nesta revisdo sistematica, 0s
seguintes critérios de inclusdo foram estabelecidos: a) Artigos de natureza
experimental com animais b) Artigos que utilizaram inducao de paralisia cerebral em
animais durante o periodo de gestacdo ou nos primeiros dias de vida dos filhotes, c)
Artigos que apresentaram grupo controle isento de intervencoes, e, d) Artigos que

avaliaram parametros das fungdes orofaciais.

Critérios de excluséo
Foram excluidos os artigos que néo descreveram de forma detalhada e clara
o método de inducdo de paralisia cerebral, o que impossibilitaria a replicacdo do

modelo.

Avaliacao dos artigos
A avaliagdo metodoldgica dos estudos e o risco de viés foram realizados por

pontos especificos que interferiam na validade interna dos estudos experimentais,
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de acordo com os pontos destacados por Hooijmans et. al. (2010)%: alojamento,
iluminacao, temperatura, agua, dieta e cddigo de ética.

Sobre as caracteristicas de base da amostra, o protocolo de inducdo da
paralisia cerebral e a avaliacdo dos desfechos, foram considerados a espécie
animal, o modelo de PC utilizado, o periodo de inducdo da PC e a idade da
avaliacao dos parametros da fungao orofacial.

Os desfechos priméarios verificados foram: parametros motores e sensoriais
das funcdes orofaciais succdo, mastigacdo e degluticdo. Como desfechos
secundérios tém-se sensibilidade ao odor; controle postural e mobilidade da cabeca
durante a alimentag&o; habilidade do animal em adquirir o alimento; e, controle da

salivacao.

RESULTADOS:

A pesquisa inicial nas bases de dados feita pelos dois revisores mostraram
1174 artigos na Medline/Pubmed, 452 artigos na SCOPUS, 341 artigos na Cinahl, 7
artigos na Lilacs e 596 artigos na Web of Science. Ap6s analise dos titulos e
abstracts de todos os 2570 artigos encontrados, 2530 artigos foram excluidos por
ndo contemplarem os pontos estabelecidos nos critérios de inclusdo e/ou se
enquadravam nos critérios de exclusdo. Apds completa avaliacdo dos 40 incluidos,
15 eram duplicados e 15 ndo preencheram os critérios de inclusdo e/ou se
enquadravam nos critérios de exclusao, finalizando entdo com 10 artigos, como

apresentado na Figura 1.
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Artigos identificadosnasbasesde
dados Medline/Pubmed(1174),

uuuuuuuuu

G Artigos excluidos pelotitulo e
e abstract (2530)

Total de artigos selecionadaos (40)

S Artigos duplicados (15)

Total de artigos selecionados (25)

Artigos incluidos (10)

Artigos excluidos apds a avaliagio
dotexto completo (15)

Fig. 1: Fluxograma das etapas de sele¢éo dos artigos.

Todos os estudos apresentaram déficits metodoldgicos, contemplando
poucos itens da ferramenta. A tabela 1 demonstra a avaliacdo dos artigos de acordo
com o0s pontos destacados por Hooijmans et. al. (2010). Dos dez artigos incluidos,
um obteve 80%>°, ao passo que quatro obtiveram 60%°%313%3* um obteve 40%>,

30.37 & dois obtiveram 0% 3>,

dois somaram 20%

As caracteristicas das amostras, o protocolo do modelo de PC e os
parametros avaliados nos estudos estdo resumidos na tabela 2, 3 e 4. Dos 10
artigos avaliados foi observado que 03 (trés) utilizaram a inflamacdo como modelo
de inducdo de PC (Tabela 3); enquanto que 02 (dois) artigos realizaram a
hemorragia interventricular (Tabela 4); e, 05 (cinco), a hipdxia-isquemia (Tabela 2).
Destes artigos, além da variabilidade quanto ao modelo de indugcéo de paralisia
cerebral utilizado, houve heterogeneidade também segundo a espécie utilizada, o
periodo de inducdo da PC, alguns parametros e idade de avaliacdo. Diante da
variedade, os resultados foram apresentados de acordo com os achados de cada
modelo de inducdo.

Dos 03 (trés) artigos que utilizaram como modelo de indugdo da PC a

inflamacgéo, 02 (dois) realizaram a administracdo de LPS, em coelho, no periodo
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gestacional (G8). Ao passo que, 01 (um) autor induziu a PC por meio da
administracéo do IBA, em rato (Wistar), no periodo pds-natal (P5 ou P7) (Tabela 3).
Quanto aos desfechos verificados, a administracdo do LPS promoveu a
incoordenacdo da succao e degluticdo e reducdo dos movimentos da cabeca
durante a alimentagdo em coelhos ao P1. Enquanto que, a administragdo do IBA,
avaliada a partir do P28, levou ao dano no alcance e aquisi¢cao do alimento (Tabela
3).

No que concerne aos estudos que fizeram uso da hemorragia interventricular
para inducéo da PC, 01 (um) artigo realizou a administracao do glicerol, em coelho,
no periodo neonatal (2 horas de vida). Enquanto que, 01 (um) estudo fez uso da
infusdo de sangue autbélogo, em rato, no periodo neonatal (24 a 36 hs no P1)
(Tabela 4). A administracdo do glicerol ndo promoveu danos ao P14. Em
contrapartida, a infusdo de sangue autélogo acarretou dano no alcance e aquisicdo
do alimento em ratos ao P70 (Tabela 4).

E, por fim, dos 05 (cinco) artigos que utilizaram como modelo de inducdo da
PC a hipoxia-isquemia, todos foram realizados em coelho e as avaliacbes dos
parametros das funcdes orofaciais foram realizadas com P1. Contudo, no presente
modelo, foi observado variabilidade quanto ao periodo de inducdo da hipoxia-
isquemia, apesar de todos terem ocorrido durante o periodo gestacional. Assim, 01
(um) artigo realizou a inducdo durante o periodo gestacional intermediario (G21, 22
e 25) e final (G28 e G29); 01 (um), no periodo gestacional G21 e 22 ou G29; 01
(um), no periodo gestacional G21 e 22; e, 02 (dois), no periodo gestacional G22
(Tabela 2). Quanto aos desfechos verificados, a hipdxia-isquemia promoveu
incoordenacdo da succdo e degluticdo, comprometimento da resposta aversiva
olfatéria e reducdo dos movimentos da cabeca durante a alimentagcédo ao P1 (Tabela
2).

DISCUSSAO

Revisdes sistematicas de estudos experimentais tém fornecido informacdes
relevantes na compreensdo dos mecanismos subjacentes envolvidos nas doencas.
Esses dados podem auxiliar a comunidade cientifica na tomada de decisdes
baseadas em evidéncias nos cuidados da saude. Nesse contexto, essa revisao

sistematica teve como objetivo reunir os estudos que avaliaram o impacto nas
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funcbes orofaciais provocados a partir da inducdo de PC em animais. A sintese e
andlise dos dados colhidos, em especial aqueles relacionados ao controle das
funcdes orofaciais succdo, mastigacdo e degluticdo, possibilitaria esclarecer os
mecanismos associados a essas manifestacdes. Contudo, a transicdo dos achados
para pratica clinica deve ser realizada com atencéo.

Os artigos apresentam heterogeneidades relacionadas ao modelo de PC, a
espécie animal avaliada, o periodo de inducédo da PC, e a idade de avaliacdo, o que
inviabiliza a aplicacdo da meta-analise. Entre os modelos experimentais, observa-se
que 0s que se baseiam na hipoxia-isquemia materna parecem padronizados, visto
que em todos os estudos houve variabilidade somente quanto ao periodo de inducao
da hipoxia-isquemia. Contudo, apesar disso, todos os artigos induzem a hipdxia-
isquemia durante a gestacdo, havendo mudanca somente com relacdo ao periodo
gestacional (inicial, intermediario ou final). Além do mais, os modelos de hipdxia-
isquemia sao eficazes na reproducédo de diversos parametros orofaciais, apesar de
apresentar altas taxas de mortalidade (41, 42 e 50%).

Os estudos avaliados demonstraram que o0s modelos experimentais de
inducéo da PC foram capazes de reproduzir as caracteristicas e os danos da PC. O
modelo de PC utilizado nos diferentes estudos apresentados mimetiza os quadros
de PC espastica. As desordens motoras observadas em individuos com PC
espastica pode afetar a fala, degluticdo e respiracdo (4). Os padrdes clinicos de
envolvimento descritos na PC espastica inclui a diplegia (envolvimento das pernas
com leve efeito nos bracos), hemiplegia (envolvimento da perna e braco ipsilateral),
e quadriplegia (envolvimento de todos os quatro membros) (5).

Dentre os desfechos relatados nos estudos temos a incoordenac¢éo da succao
e degluticdo; reducdo dos movimentos da cabeca durante a alimentacao;
comprometimento da resposta aversiva olfatoria; e, dano no alcance e aquisicdo do
alimento. Todas as alteracbes supracitadas, com exce¢do do dano no alcance e
aquisicdo do alimento, foram observadas nos modelos de hipoxia-isquemia. Os
modelos de indugdo da inflamacdo promoveram danos de maior intensidade na
incoordenacdo da succédo e degluticdo, bem como a reducdo dos movimentos da
cabeca durante a alimentacdo e o dano no alcance e aquisicdo do alimento.
Enquanto que, a hemorragia interventricular causou dano no alcance e aquisi¢éo do

alimento.
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Como um dos objetivos do presente artigo, foi avaliar os efeitos do modelo
experimental de paralisia cerebral sobre parédmetros motores e sensoriais da
mastigacdo, como as fun¢bes orofaciais succdo, mastigacdo e degluticdo. Os
modelos de PC que utlizaram inflamacdo por LPS e de hipdxia-isquemia
promoveram a incoordenacdo da succao e degluticdo. Entretanto, ndo ha relatos na
literatura cientifica sobre o impacto da paralisia cerebral experimental na funcéo
mastigatoria.

Os modelos de hipoxia-isquemia ou inflamacdo materna promovem
incoordenacdo da succgéao e degluticdo, sendo evidenciada pela regurgitacdo nasal
do leite até incapacidade de reter o leite dentro da cavidade oral, além da perda de
todo conteudo por gotejamento. Em humanos, observa-se que esses danos na
coordenacéo da succéo, respiracéo e degluticdo® leva a aspiracdes recorrentes do
bolo alimentar para o interior das vias aéreas e consequentemente infeccdes do
térax e problemas pulmonares®*“°. A dificuldade para reter o bolo alimentar ou fluido
no interior da cavidade oral contribui para o pobre estado nutricional e
desidratacdo®>%L.

O atraso ou auséncia da mobilidade da cabeca frente ao estimulo de oferta de
leite no canto da boca foi observado nos animais que sofreram hipoxia-isquemia ou
inflamacdo materna. Em criancas € frequente o déficit nos movimentos da cabecga,
pescoco, tronco e membros superiores, durante a alimentacdo*? bem como reducéo
do reflexo de succdo®. Para o funcionamento oral eficaz durante a alimentacdo é
necessario a estabilidade da cabeca para melhor controle da mandibula®®. O
controle de cabeca é influenciado pelo alinhamento do tronco**. Portanto, esses
déficits nos movimentos corporais resultam em reduzida ingestao dietética, tempo de
alimentac&o prolongado e pobre estado nutricional®.

Além disso, os estudos revelam que animais com paralisia cerebral
subsequente a inflamacdo pds-natal ou hemorragia interventricular apresentaram
dificuldades em utilizar as patas dianteiras para alcancar e manipular o alimento com
aptidao, deixando cair com frequéncia. Criangas com PC comumente sdo incapazes
de manter e manipular o alimento sobre a lingua, deixando cair da boca®’. Também
assimetrias corporais severas associado a pobre postura de sentar durante a
alimentacdo sdo observadas em criancas com paralisia cerebral®®. Essas
anormalidades dificultam o uso coordenado das maos para conduzir o alimento a

boca®, levando a uma ingestdo inadequada de nutrientes*®. Em suma, a
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precariedade das fungbes orofaciais correlaciona-se com o aumento das limitagbes
nas funcdes motoras grossas bem como aumento das limitagdes nas habilidades
manuais*’. Todavia, ndo foi encontrado nenhum estudo na literatura que
abordassem o controle postural durante alimentacdo e controle da salivacdo, bem
como do consumo alimentar.

Esses danos motores podem estar associados as modificagbes no sistema
nervoso dos animais em virtude da paralisia cerebral. A maioria dos estudos revela a
ativacdo das microglias em diversos segmentos do encéfalo, sobretudo na
substancia branca (corpo caloso, regido periventricular, cdpsula interna e coroa

29303233 As micréglias ativadas promovem injuria neuronal e de

radiada)
oligodendrdcitos, uma vez que ocorre a hipomielinizacdo e perda neuronal em areas
nobres do sistema nervoso central®=>3, Também é observado aumento no nimero e
hipertrofia dos astrocitos em multiplas areas da substancia branca, sobretudo na
zona periventricular®®**%. Esses achados prejudicam a irrigacdo sanguinea e a
disponibilidade de oxigénio e glicose no tecido nervoso*,

Somada as alteracfes no sistema nervoso ocorrem importantes alteracées no
sistema muscular. Em animais com paralisia cerebral foi observado aumento do
tbnus (espasticidade) dos musculos das patas anteriores e posteriores associado a
anormalidades posturais, déficits de endireitamento, alterac6es na marcha e reducao

da atividade locomotora?®®31:32333435 A

intensidade, qualidade e duracdo dos
movimentos da cabeca, patas anteriores e patas posteriores foram reduzidas nesses
animais®’. Os artigos observaram que o aumento do tdnus muscular se relaciona
com a injuria na substancia branca, observada em regiées como na capsula interna
e coroa radiada®=°. Fadoua Saadani e colaboradores®® sugerem que o aumento do
tbnus muscular observado em animais PC é explicado pela ativacdo de microglias,
sobretudo na substancia branca encefalica. Esses déficits motores prejudicam a
postura e mobilidade necesséria para a adequada funcao oral.

No que concerne as desordens nas fungbes orofaciais musculares foi
observado em animais submetidos a indugédo de PC, alteracées nos reflexos de

29,31,32,33,35

succao e degluticao Em criancas com PC ocorre anormalidades na

maturacdo das fungdes orofaciais musculares*®, hipertonia dos musculos que

fecham a mandibula®®, reducéo da forca de mordida durante a ingestéo alimentar®,

42
I

fraca succdo®, reducdo do vedamento labial*?, pobre controle dos labios e lingua* e
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reducdo da motilidade faringea®®. Essas modificagbes nos musculos orofaciais
contribuiram para a incoodenacgao da succ¢do e degluticdo.

A auséncia ou atraso da resposta aversiva provocada por estimulacao
olfatéria foi observada nos modelos de hipOxia-isquemia durante o periodo de
gestacdo. Mathew Derrick e colaboradores® observaram degeneracdo extensa do
cortex piriforme, induzida por hipdxia-isquemia no periodo gestacional. O cortex
piriforme € considerado a principal regido que integra e transmite as informacdes
olfatérias para o bulbo olfatério®”*®. Sugere-se que a injiria nessa regido pode
explicar a auséncia ou retardo na resposta olfatéria aversiva em animais submetidos
a privacdo de oxigénio. No entanto mais estudos experimentais s80 necessarios
para investigar outros mecanismos que explicariam a base desses achados

com portamentais € motores.

CONCLUSAO

Todos os modelos experimentais de PC analisados modificam as funcdes
orofaciais em diferentes espécies e periodos da vida do animal. Os modelos de
hipoxia —isquemia provocam modificacdes nas func¢des orofaciais sensoriais e
motoras na maioria dos parametros analisados. Contudo o modelo de hemorragia
interventricular foi mais eficaz em reproduzir danos de maior intensidade na
coordenacdo da succdo e degluticdo. Estudos que investiguem 0Ss mecanismos
subjacentes aos danos orofaciais, devem ser realizados afim de otimizar as
estratégias de tratamento oferecidas para criancas com PC e minimizar os danos

orofaciais inerentes a essa desordem.
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Autor/ Ano

Alojamento

Luminosidade

Temperatura

Agua/dieta

Codigo de ética

Fadoua Saadani et al.,
2008%°

Aiging Chen et al., 2008

Sidhartha Tan et al.,
2005°%
Mathew Derrick et al.,
2004°%
Sujatha Kannan et al,
2011%
Caroline O. Chua et al.,
2015%
Matthew Derrick et al.,
2007%

Janani Balasubramaniam
et al., 2006%°
Alexander Drobyshevsky
et al., 2012%’
Alexander Drobyshevsky
et .,2006%

+

Tabela 1: Condic¢des de qualidade do biotério avaliadas pelos itens destacados por Hooijmans et al.,2010

+

+
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Animal

Modelo de

I[dade da

Autor/ Ano (Espécie) PC Periodo de indugéo avaliacdo Resultados
1- Incoordenacgéo da succéo e
Periodo gestacional deglutigao.
Sidhartha Tan etal., oo, Hipoxia- 0 idrio (G21, 22  25) e p1 2-Comprometimento da
2005 Isquemia ; resposta aversiva olfatoria.
final (G28 e 29) ~ )
3- Redug&o dos movimentos da
cabeca durante a alimentacao.
1- Incoordenacgéo da succéo e
Mathew Derrick et al., coelho Hipoxia- Periodo gestacional (G21 e P1 degluticdo.
2004% isquemia 22) 2-Reducdo dos movimentos da
cabeca durante a alimentacao.
1- Incoordenacéo da succao e
Matthew Derrick et coelho Hipoxia- Periodo gestacional (G21 e P1 degluticdo.
al., 2007% isquemia 22 ou G29) 2-Comprometimento da
resposta aversiva olfatoria.
Alexander HinGxia- 1-Comprometimento da
Drobyshevsky et al., Coelho Hipoxia Periodo gestacional (G22) P1 resposta aversiva olfatoria.
20123 isquemia
Alexander Hipoxia- 1-Comprometimento da
Drobyshevsky et Coelho Hipoxia Periodo gestacional (G22) P1 P . lfatori
al. 2006 isquemia resposta aversiva olfatoria.

Tabela 2: Caracterizagdo da amostra e resultados encontrados em modelos de hipdxia-isquemia



Autor/ Ano Anlrpa_ll Modelo de PC P_erlodONde Idade d~a Resultados
(Espécie) inducao avaliacao
1-
Incoordenacéo
: Inflamacéo Periodo da sucgé~0 €
Fadoua Saadani et . ~ : degluticao.
29 Coelho (administracdo gestacional P1 -
al., 2008 2-Reducéo dos
do LPS) (G28) i
movimentos da
cabeca durante
a alimentagao.
Aiging Chen et al Rato Inflamacdo Periodo pos- g-lggrrllgeng
2008%° (Wistar) (administragdo o) (P5 ou P7) A partir do P28 aquisicdo do
do IBA) )
alimento.
1-
Suiatha Kannan et Inflamacéao Periodo Incoordenacéo
J al 20115 Coelho (administracéo gestacional P1 da succgao e
’ do LPS) (G28) degluticdo.

Tabela 3: Caracterizacéo da amostra e resultados encontrados em modelos de inflamacéo
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Animal Periodo de Idade da 74
Autor/ Ano o Modelo de PC . . o Resultados
(Espécie) inducdao avaliacao
Hemorragia
. Coelho _ ' ] _
Caroline O. Chua et al., interventricular Periodo neonatal P14 1-Né&o foi observado
2015 (administracdo do (2 horas de vida) nenhum dano.
glicerol)
Hemorragia
_ _ Rato | . ,
Janani Balasubramaniam et interventricular Periodo neonatal 1-Dano no alcance e
36 (Sprague _ . P70 o _
al., 2006 dawiey) (infusdo de sangue  (24-36hrs no P1) aquisicao do alimento.
awley

Tabela 4: Caracterizagdo da amostra e resultados encontrados em modelos de hemorragia interventricular

autdlogo)
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MODELO EXPERIMENTAL DE PARALISIA CEREBRAL ASSOCIADO A
DESNUTRICAO PERINATAL CAUSA DEFICITS NO PADRAO SENSORIO
MOTOR DA MASTIGACAO EM RATOS

RESUMO

Comumente, criancas com Paralisia Cerebral (PC) apresentam dificuldades na
alimentacéo, resultante de mudiltiplas alteracbes orofaciais, incluindo prejuizos na
mastigacéo. Associado a isso, 0 aporte nutricional durante as fases iniciais da vida
parece desempenhar papel importante na maturacdo do sistema nervoso central e
funcdes vitais em individuos com Paralisia Cerebral (PC). Portanto, o objetivo do
presente estudo foi verificar o efeito da desnutricdo perinatal sobre o padrao
sensorio-motor da mastigacdo em ratos submetidos ao modelo experimental de PC.
Foram utilizados 60 ratos machos da linhagem Wistar, distribuidos aleatoriamente
nos grupos: grupo Normonutrido (NC, n=15), Normonutrido PC (NPC, n=15);
Desnutrido (DC, n=15) e Desnutrido PC (DPC, n=15). Os animais do grupo PC foram
submetidos a um modelo experimental baseado na combinacdo da andxia perinatal
associado a restricdo sensorio-motora das patas posteriores. Foram avaliados nos
diferentes grupos: ganho de peso corporal, a ingestao de leite materno, o consumo
alimentar poés-desmame, 0s parametros motores da funcdo mastigatéria, a
sensibilidade intra-oral e propriedades musculares (peso muscular e relativo e a
distribuicdo dos tipos de fibras) do musculo masseter e digastrico. Animais do grupo
Desnutrido PC, apresentaram reducdo mais acentuada da maior parte dos
parametros avaliados, incluindo o peso corporal (P<0,05), consumo alimentar pos-
desmame (P<0,05), frequéncia mastigatéria (P<0,05), duracdo das reacdes de
“gosto” (P<0,05), peso muscular e declinio na proporcao das fibras tipo IIB no
musculo masseter (P<0,05). Esses resultados demonstraram em ratos paraliticos
que a desnutricdo perinatal prejudica parametros funcionais e morfolégicos da

mastigacéo, podendo afetar a digestdo e absorcdo dos alimentos.

PALAVRAS-CHAVE: Paralisia Cerebral. Modelo Experimental. Desnutricao;

Mastigacao.
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1. Introducéao

A paralisia cerebral (PC) € considerada uma disfuncdo sensério-motora,
resultante de uma leséo estatica e ndo progressiva, que acomete o sistema nervoso
central em desenvolvimento (Krigger , 2006; Mancini et al., 2002). Sua prevaléncia é
cerca de 2 a 3,5 por 1000 nascidos vivos (Yeargin-Allsopp et., 2008), sendo a
causa mais comum de incapacidade fisica na infancia (Mancini et al., 2002). No
entanto, em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, a prevaléncia é maior
por apresentar condigfes mais favoraveis a ocorréncia de problemas crénicos como
a PC (Himmelmann, 2013). Nesses paises, a PC esta relacionada a precarias
condicBes materno-infantis de nutricdo (Himmelmann et al., 2006; Serdaroglu et al.,
2006).

Diversos estudos epidemiologicos e experimentais tém demonstrado que
variacbes ambientais, a exemplo do aporte nutricional, durante a vida precoce
podem levar as mudancas fenotipicas com repercussdes permanentes na estrutura
e funcdo dos sistemas fisiolégicos (Moura et al., 2008; Bento-Santos et al., 2012).
Neste contexto, surge o conceito de plasticidade fenotipica, a qual consiste na
capacidade de um organismo de reagir aos desafios impostos pelo ambiente,
modificando a sua forma, estado, movimento ou padrdo de atividade (West-
Eberhard, 1986). A ma-nutricdo, sobretudo a desnutricdo proteica, pode resultar em
alteracbes nos eventos ontogenéticos do sistema nervoso central, incluindo
prejuizos na mielinizacéo, caracteristico da PC (Forbes et al.,1977). Dessa forma,
estudos revelam que o pobre estado nutricional parece exacerbar os efeitos
primarios da injuria cerebral em criancas com paralisia cerebral (Andrew, Sullivan,
2010).

O pobre estado nutricional, observado em criancas com disturbios
neuroldgicos, é resultante de dificuldades alimentares envolvidas na preparacao oral
do alimento, incluindo problemas com a salivagao, suc¢ao, mastigacédo e degluticao
(Benfer et al, 2012). O atraso no desenvolvimento da fungdo mastigatoria,
particularmente, reduz a coordenagdo dos movimentos da mandibula e a forca da
mordida durante a ingestao alimentar (Benfer et al,, 2014; Nakagima et al., 1988).
Ademais, o dano no sistema piramidal observado na PC, pode dar origem a
alteracdes no tbnus muscular, e causar lesdes nos padrdes eferentes (motor), que,

por sua vez, pode levar a hipertonia e afetar os musculos que elevam a mandibula



78

(Ortega et al., 2008). Essas anormalidades parecem ser ocasionadas por um dano
no desenvolvimento do circuito neural envolvido na modulacdo dos movimentos
mastigatorios (Andrew, Parr, Sullivan, 2012).

Nos mamiferos, a maturacdo neuromuscular e funcional da mastigacéo ocorre
durante o periodo critico do desenvolvimento do sistema nervoso central,
particularmente durante a gestacao e lactacao (Westneat, Hall, 1992). Durante esse
periodo, ocorrem mudancas no padrdo do consumo alimentar marcadas pela
transicdo do comportamento de succdo para mastigacdo (Ferraz-Pereira et al.,
2015). Em ratos, os primeiros movimentos mastigatorios foram observados no
décimo segundo dia de vida pés-natal (Westneat, Hall, 1992). Contudo, o
amadurecimento do padrdo adulto da mastigacao € finalizado no vigésimo primeiro
dia de vida pés-natal (Bottinelli et al., 1991; Westneat, Hall, 1992). Nesse periodo, a
escassez na oferta de alimento, pode interferir sobre o desenvolvimento de fung¢des
vitais para o organismo (Lucas, 1991). Entretanto, pouco se sabe sobre como
fatores nutricionais, sobretudo a desnutricdo proteica, pode exacerbar o impacto na
mastigacéo observado na paralisia cerebral.

Nesse contexto, existem alguns modelos experimentais da paralisia cerebral,
gue tentam reproduzir os danos causados pela doenca e isso permite, dentro dos
devidos limites, a extrapolacdo para humanos (Johnston et al., 2005). Tais modelos
vém contribuindo na construcdo de potenciais terapias que visam minimizar a
incapacidade cronica do distarbio (Oliveira, 2009). Estudos mostram efeitos
deletérios no musculo esquelético e na organizacdo do cortex somatossensorial
primario (S1), resultante da andxia neonatal combinada a imobilizagdo dos membros
posteriores em ratos (Stigger et al., 2011). Portanto, a replicacdo desse modelo
poderia esclarecer o impacto provocado sobre o comportamento alimentar, em
particular a mastigagéo.

Dessa forma, observa-se que as altera¢des nutricionais e a paralisia cerebral
acarretam severos comprometimentos estruturais e funcionais de diferentes érgéos
e sistemas do organismo, em particular nas estruturas e fungdes do sistema
estomatognatico. A hipotese do nosso estudo € que a desnutricdo perinatal agrava
0os danos mastigatorios em ratos submetidos ao modelo experimental de PC. Para
elucidar tal hip6tese, o objetivo do estudo foi investigar alguns mecanismos,

sobretudo aqueles relacionados ao padrdo sensorio-motor da mastigacdo que
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devem ser esclarecidos afim de minimizar os agravos relacionados ao quadro clinico

e auxiliar na reabilitacéo dos individuos acometidos pela PC.

2. Materiais e Método
O projeto foi de carater experimental com animais, realizado no laboratério de
Fisiologia da Nutricho do Centro de Ciéncias da Saude UFPE — Recife e no
laboratorio do CAV (Centro Académico de Vitéria) UFPE — Vitoria de Santo Antdo. O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE/CCB,
processo n° 23076.025165/2014-10.

2.1 Animais

Foram utilizados 60 ratos machos da raca Rattus Novergicus Albinus, da
linhagem Wistar, provenientes de 10 ratas da colénia do Biotério de criacdo do
Departamento de Nutricdo. Os animais foram mantidos no Biotério de
experimentacdo do Departamento de Nutricdo da UFPE com temperatura de 22 *
2°C, ciclo claro-escuro de 12/12 horas, alojados em gaiolas, com livre acesso a agua
e alimentacdo. As fémeas foram colocadas para acasalar com ratos machos da
mesma espécie. Apés a confirmacdo da gestacdo (G0), com auxilio da técnica de
esfregaco vaginal (Marcondes, Bianchi et al., 2002), as fémeas foram alojadas em
gaiolas individuais e divididas aleatoriamente em dois grupos experimentais, com
base na manipulacdo dietética aplicada as ratas: Normonutrido (N, n=10) e
Desnutrido (D, n=10). O grupo nutrido recebeu dieta normoprotéica com 17% de
caseina enquanto que o grupo desnutrido recebeu dieta hipoprotéica com 8% de
caseina (Reeves et al., 1993).

Logo apdés o nascimento, os filhotes foram distribuidos aleatoriamente em
quatro grupos, baseado na inducdo da paralisia cerebral experimental: grupo
Normonutrido Controle (NC, n= 15), Normonutrido PC (NPC, n=15); Desnutrido
Controle (DC, n=15) e Desnutrido PC (DPC, n=15). Os filhotes permaneceram com
suas respectivas mées até o fim do periodo de lactagdo (P21). A partir do vigésimo
segundo dia de vida pos-natal (P22), os animais foram separados de suas
respectivas genitoras e mantidos em gaiolas com trés a quatro animais advindos da
mesma ninhada e do mesmo grupo experimental. A manipulacdo da dieta foi

mantida até os 29 dias de vida pds-natal. Nesse ultimo dia (P29), os animais foram
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eutanasiados através da decapitacdo para retirada de tecidos para posterior andlise
histolégica.

2.2 Modelo experimental de paralisia cerebral

O modelo experimental de paralisia cerebral baseou-se nos experimentos de
Strata et al. (2004), Coq et al. (2008) e Marcuzzo et al. (2009). Este modelo associa
a anoxia perinatal a um modelo de restricdo sensoério-motora dos membros
posteriores semelhante a falta de movimento ocorrida na PC. Os animais
selecionados aos grupos Normonutrido — PC e Desnutrido — PC foram submetidos a
dois episodios de anoOxia pds-natal, no dia do nascimento (P0) e no primeiro dia de
vida pos-natal (P1). Apos os dois episddios de andxia, do segundo dia dia vida (P2)
ao vigésimo nono dia de vida pos natal (P28),0s animais foram submetidos a
restricdo sensorio motora das patas posteriores, a partir da utilizacdo de uma ortese
fixada na regido do quadril. A colocacdo da Ortese permitiu apenas movimentos
limitados da articulacdo do quadril. Além disso, a manutencdo da mesma nao

prejudicou a eliminacdo de urina e fezes, bem como os cuidados maternos.

2.3 Andlise do peso corporal

O peso corporal dos filhotes foi verificado ao nascer, no 8°, 14°, 17°, 21° e 29°
dia de vida pds-natal, para acompanhamento da taxa de crescimento desses
animais. A pesagem dos animais foi feita a partir de uma balanca eletrnica digital

(Marte, modelo S-1000, capacidade de 1 Kg e sensibilidade de 0,19).

2.4 Ingestéo de leite

pY

Os filhotes foram submetidos a avaliacdo da ingestdo neonatal de leite
durante as trés semanas que compdem o periodo de lactacdo, a partir da
adaptacao do protocolo descrito por Perillan et al. (2007). Inicialmente os filhotes
foram pesados com auxilio de uma balanca de precisdo (Marte, modelo AUW220).
Em seguida, os neonatos foram separados de suas progenitoras durante duas horas
e mantidos em uma caixa contendo maravalha aquecida. Apés as duas horas de
separacao, os neonatos foram realocados junto as suas respectivas progenitoras
durante uma hora e posteriormente repesados. A ingestdo de leite foi calculada pelo

resultado da subtracdo do peso corporal obtido depois da observagao
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comportamental pelo peso obtido anteriormente ao inicio desta. Para obtengéo do
peso corporal pré-observacéo, foi realizada estimulacdo genital para promover a
excrecdo de urina e fezes (Hall et al., 1977). Esta consistiu de friccdo de objeto
macio sobre a regido genital dos filhotes até o término da excrecdo. Esse

procedimento garante maior confiabilidade a quantificagdo do consumo alimentar
(Hall et al., 1977).

2.5 Anélise dos parametros motores da funcao mastigatoria

Os animais foram submetidos a andalise dos parametros motores da funcéo
mastigatoria aos 21 dias de vida pés-natal de acordo com o protocolo de Ferraz-
Pereira et al (2015). O teste inicialmente consiste em submeter os animais a um
periodo de trés horas de privacdo alimentar. Apés o periodo de privacdo alimentar,
os animais foram alocados individualmente em uma gaiola de acrilico transparente e
filmados durante 15 minutos para quantificacdo dos parametros motores da funcéo
mastigatoria. No inicio da avaliacédo, foram colocados dentro da gaiola um grama de
pequenos fragmentos de pellets de caseina para cada animal e posteriormente foi
pesada a racdo apds o teste. A ingestdo alimentar, referente ao consumo poés-
desmame, foi obtido pela diferenca do peso da racdo antes e apds a observacao
comportamental (Berridge, 2014). Por meio da andalise dos videos, 0s seguintes
parametros foram avaliados: duracdo do periodo de incisdo e da mastigacao ritmica,
namero de ciclos mastigatorios e frequéncia mastigatéria. Para quantificacdo de tais
parametros, os videos foram analisados por um avaliador cego para a identidade

dos animais.

2.6 Andlise da sensibilidade intra-oral

Aos 21 dias de vida pos-natal, os animais foram submetidos a analise da
sensibilidade intra-oral a partir do protocolo de XX et al (2014). Inicialmente, os
animais foram alocados individualmente em uma gaiola, e filmados durante dois
minutos e meio por baixo de um piso transparente. O teste consistiu na
administracdo de uma solucédo de sacarose (1%, 1ml), na boca do animal, por meio
de uma seringa de 1ml acoplado a uma canula de gavagem (Insight 1C810). A
Solucdo de sacarose (1%, 1ml) provoca as seguintes reacdes hedobnicas positivas

ou de "gosto": protrusdes ritmicas da lingua e lamber as patas. Os videos foram
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analisados por um avaliador cego para a identidade dos animais para mensuragao

da duragao e quantidade de reacdes de “gosto” realizadas por cada animal.

2.7 Coleta dos musculos e analise histoquimica

No vigésimo nono dia de vida pds-natal, os animais foram eutanasiados por
decaptacéo, sendo o feixe superficial do mlsculo masseter e o ventre anterior do
digastrico dissecados, imediatamente pesados e congelados. A massa de cada
muasculo (MM, em gramas) foi mensurada com auxilio de uma balanca (Marte,
modelo AUW?220). Os musculos masseter e digastrico dos diferentes grupos
experimentais foram fixados em N-Hexano, congelados, em seguida armazenados a

-80 °C e usados para analise da distribuicdo dos tipos de fibras musculares.

Seccdes tranversais (10um) foram cortadas com um criostato mantido a -
20°C. Os cortes foram fixados em laminas e ao atingirem a temperatura ambiente foi
iniciada a coloracdo. Para obtencdo de coloracdo caracteristica da atividade
ATPasica da miosina, foi utilizado o método proposto por Brooke e Kaiser (1970).
Esta técnica permite a identificacdo das fibras musculares de acordo com a
intensidade de reacao a ATPase ap0s a pré-incubagdo em meio acido (pH 4,7), nos
trés tipos principais: | (fibras lentas oxidativas), lla (fibras rapidas oxidativas-
glicolitica) e llb (fibras rapidas glicoliticas). (Cobos et al., 2001). Todas as fibras do
feixe superficial do musculo masseter e do ventre anterior do musculo digastrico
foram contadas em cada corte histolégico e os valores referentes aos diferentes
tipos de fibras foram expressos em percentual do numero total. Os campos
microscoépicos foram obtidos através de microscépio 6ptico OLYMPUS modelo U-
CMAD-2 (objetiva 40 X) acoplado a um programa para captacdo de imagens. Para
contagem das células foi utilizado o software MENSURIN PRO versdo 3.2 (Jean-

Francois Madre-Amiens, Franga).

2.8 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi feita utilizando o software sigma (versédo 6).Todas as
variaveis passaram no teste de normalidade de Kolmogorov-smirnov. Para os dados
de peso corporal e ingestao lactea foi feita uma analise de variancia Two-Way com
comparacdes multiplas (Two-Way Repeated Measures). Para analisar os parametros

motores da funcdo mastigatéria, consumo alimentar, a relacdo do consumo
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alimentar pelo tempo, duragcdo e quantidade das reagbes de gosto, peso e
distribuicdo dos tipos de fibras dos musculos masseter e digastrico, foi realizado o
teste ANOVA Two-Way. O teste Post Hoc utilizado em todas as analises foi o teste
de Bonferroni. Os valores foram expressos em Média e Erro Padrdo da Média
(EPM). A significancia estatistica foi considerada com nivel critico de 5% em todos

0S casos.

3. Resultados

3.1 Peso corporal

Os animais do grupo NPC apresentaram reducdo do peso corporal a partir
dos 14 dias de vida pés-natal comparado aos animais do grupo NC(P<0,05). Além
disso, foi observado redugéo mais acentuada do peso corporal dos animais do grupo
DPC em todas as idades avaliadas quando comparado ao grupo NPC (P<0,05)
(Figura 1).

3.2 Ingestédo Lactea

A ingestdo de leite foi menor no grupo NPC durante a segunda (0,030 +
0,001) e terceira semana (-0,096 + 0,005) de vida pés-natal comparado ao grupo NC
(0,480 £ 0,025; 0,457 £ 0,024) (P<0,05). Na terceira semana, 0s animais submetidos
a paralisia cerebral experimental, NPC (-0,096 + 0,090) e DPC (-0,101 *+ 0,004),
apresentaram valores negativos do consumo de leite, indicando que a ingestao foi
compensada por um possivel gasto energético para execu¢cao do comportamento

alimentar (Figura 2).

3.3 Parametros motores da funcao mastigatéria

O tempo gasto realizando sucessivas incisfes para aquisicdo do alimento,
isto é, a duracdo do periodo de incisdo foi maior no grupo NPC (2,76 + 0,359)
comparado ao grupo NC (1,70 + 0,167) (P<0,05) (Figura 3A). Em relacdo a
quantidade de ciclos mastigatorios realizados durante o periodo de mastigacao
ritmica, animais do grupo NPC apresentaram um declinio (4,81 + 0,635), comparado
ao grupo NC (7,332 £ 0,669) (P<0,05) (Figura 3C). Quanto ao parametro frequéncia
mastigatoria que reflete a quantidade de ciclos mastigatérios executados por

segundo, animais do grupo DPC, apresentaram uma reducdo (2,71 + 0,123)
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comparado ao grupo NPC (3,29 = 0,167), indicando menor velocidade dos
movimentos da mandibula durante alimentagéo (P<0,05) (Figura 3D).

3.4 Consumo alimentar pés-desmame e a relacdo do consumo alimentar pelo
tempo

Animais do grupo DPC apresentaram menor consumo alimentar (0,119 +
0,023) pbs-desmame comparado ao grupo NPC (0,389 * 0,0483) (P<0,05) (Figura
4A). Quando o consumo alimentar foi relacionado com o tempo gasto durante a
alimentacdo, os mais prejudicados foram os animais do grupo DPC (0,00016 +
0,0001) comparado ao grupo NPC (0,00091 + 0,0001) (P<0,05) (Figura 4B).

3.5 Reatividade ao sabor

Ao receber a solugdo contendo sacarose, os animais do grupo DPC (10,2 *
4,56) gastaram menos tempo realizando as reagdes de “gosto”, comparado ao grupo
NPC (29,8 + 13,32) (P<0,05) (Tabelal).

3.6 Propriedades musculares
3.6.1 Peso dos musculos e peso relativo

O peso do feixe superficial do musculo masseter e do ventre anterior do
musculo digastrico foi menor no grupo DPC (Mas: 0,063 + 0,004; Dig: 0,036 =+
0,001), comparado aos animais do grupo NPC (Mas: 0,106 + 0,006; Dig: 0,061 =+
0,003) (P<0,05) (Figura 5A e 5B). Quanto ao peso relativo, os animais do grupo NPC
(0,0015 + 0,002), apresentaram uma reducdo comparado ao grupo NC (0,0017 +
0,003) (P<0,05) (Figura 5C e 5D).

3.6.2 Distribuicédo dos tipos de fibras musculares

No feixe superficial do musculo masseter, os animais do grupo NPC,
apresentaram aumento na propor¢cdo das fibras tipo IIA (NPC: 66,59 + 0,297)
associado a reducdo na propor¢cdo das fibras do tipo IIB (NPC: 32,30 £ 0,145)
comparado ao grupo NC (fibra l1A: 57,19 + 0,255; fibra 11B: 42,02 + 0,187) (P<0,05).
Esse efeito também foi observado, de forma mais acentuada no grupo DPC (fibra
IIA: 70,66 = 0,316; fibra IIB: 28,73 £ 0,128) comparado ao grupo NPC (P<0,05)
(Figura 6A).
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Em relacdo ao ventre anterior do muasculo digastrico, houve aumento na
proporcao das fibras IIA, associado a reducéo nas fibras tipo | nos animais do grupo
NPC (fibra l: 11,66 + 0,052; fibra IIA: 56,66 + 0,253) (P<0,05). Quanto aos animais
do grupo DPC (fibra I: 8,49 + 0,037; fibra IIA: 59,29 + 0,265), foi observado reducao
na proporcao das fibras tipo |, comparado ao grupo NPC (P<0,05) (Figura 6B).

4. Discusséo

No presente estudo, animais submetidos ao modelo experimental de paralisia
cerebral desenvolveram reducgé&o do peso corporal, no consumo alimentar (ingestao
lactea e alimentacdo pds-desmame), bem como apresentaram prejuizos sobre
aspectos funcionais e morfolégicos da mastigacao. Associado a isso, a desnutricdo
proteica perinatal acentuou a intensidade na maior parte desses déficits em animais
paraliticos.

A inducdo da paralisia cerebral experimental (andxia perinatal combinado a
restricdo sensorio-motora das patas posteriores), provocou reducdo do peso
corporal em ratos aos 14, 17, 21 e 29 dias de vida poOs-natal. Esses dados
corroboram com os estudos que utilizaram o mesmo modelo experimental de PC,
onde foi observado semelhante redu¢cédo do peso corporal em animais submetidos a
PC experimental (Marcuzzo et al.,2008; Strata et al.,2004). Outro achado do
presente estudo foi que a desnutricdo proteica quando combinada a PC
experimental, potencializou o declinio no peso corporal dos filhotes observado em
todas as idades avaliadas. Esses dados corroboram com o estudo de Sanches e
colaboradores, onde foi observado em animais submetidos & hipdxia-isquemia
associado a desnutricdo proteica, uma reducdo do peso corporal mais expressiva
comparado aqueles animais expostos apenas a hipoxia-isquemia (Sanches et al.,
2013).

Os animais que sofreram paralisia cerebral experimental apresentaram
reducdo mais pronunciada do consumo do leite materno, chegando a valores
negativos aos 19 e 20 dias de vida pés-natal. Os valores negativos foram obtidos em
virtude do peso do animal apos uma hora de amamentacao ter sido inferior ao peso
observado antes do teste. Isso sugere que a ingestao de leite desses animais tenha
sido limitada pelo desenvolvimento de possiveis disfuncdes orofaciais. Estudos
experimentais onde a paralisia cerebral foi induzida pela hipdxia-isquemia ou

inflamacdo materna, foram observados prejuizos na coordenacdo da succao e
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degluticao (Derrick et al., 2007). Tal impacto foi evidenciado pela regurgitagao nasal
do leite até a perda do leite por gotejamento em virtude da incapacidade de reter o
mesmo dentro da cavidade oral (Sadanni et al, 2011). Associado a isso, a reducao
da ingestéo de leite materno verificada no presente estudo pode ter contribuido para
o declinio no peso corporal observado durante o periodo de lactacao.

No presente estudo, a inducdo da paralisia cerebral comprometeu a
eficiéncia mastigatoria, demonstrado a partir da modificacdo de parametros motores
da funcdo mastigatoria. Foi verificado um aumento do tempo do periodo de inciséo
associado a um declinio no nimero de ciclos mastigatérios e da frequéncia
mastigatoria em animais submetidos a PC experimental. Outro achado do presente
estudo foi que a desnutricdo quando associada a PC experimental, promoveu uma
reducdo mais acentuada da frequéncia mastigatéria. Em ratos submetidos a hipoxia-
isquemia, foi observado desenvolvimento de prejuizos motores, incluindo déficits de
coordenacao e na atividade locomotora (Stigger et al, 2012). Dessa forma, sugere-
se que essas alteracdes motoras corporais possam ter limitado o desempenho da
funcdo mastigatéria observada no presente estudo. Ademais os danos motores
podem estar associados a alteracdes neurolégicas observadas em modelos
experimentais de PC. Estudos revelam que animais submetidos a PC experimental
desenvolvem ativacdo das microglias em diversos segmentos do encéfalo,
sobretudo a substancia branca (Kannan et al., 2011). Uma vez ativadas, as
micréglias promovem injuria neuronal e de oligodendrécitos, ocorrendo uma perda
neuronal associado a hipomielinizacdo de areas nobres do sistema nervoso central
(Saadani et al., 2008). Também é observado aumento no nimero e hipertrofia dos
astrocitos em multiplas éareas da substancia branca, sobretudo na zona
periventricular (Chua et al., 2009). Esses danos prejudicam a irrigacdo sanguinea e
a disponibilidade de oxigénio e glicose no tecido nervoso (Balasubramaniam et al.,
2006). Portanto, € provavel que a injaria em estruturas nobres do encéfalo seja um
possivel mecanismo responsavel por modificar fungbes motoras vitais para o
organismo, como a fungcdo mastigatoria.

Quanto ao consumo alimentar pés-desmame, houve um declinio de quase
70% em animais submetidos a desnutricho associado a PC experimental,
comparado aos valores obtidos pelos animais submetidos apenas a PC
experimental. Além disso, avaliamos a relagdo da quantidade de rag&o ingerida pelo

tempo gasto pelo animal para poder se alimentar. Os mais prejudicados foram
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novamente aqueles submetidos a PC experimental associado a desnutricdo
perinatal, isto é, consumiram uma menor quantidade de racdo, gastando mais tempo
para poder se alimentar. Esses dados sugerem que o aumento no tempo da
alimentacéo tenha sido uma possivel estratégia para compensar a grave reducéo na
frequéncia mastigatoria. Entretanto, tal compensacéo nao foi suficiente em reverter o
declinio do consumo alimentar. Associado a isso, a reducdo no consumo alimentar
pos-desmame também pode ter contribuido para a diminuicdo do peso corporal
observado nos filhotes apds o desmame.

Nosso estudo também verificou que a inducdo da PC experimental
associado a desnutricdo perinatal, promoveu uma queda de 70% na duracdo de
reacoes de gosto, comparado aos animais submetidos apenas a inducdo da
paralisia cerebral. Esses animais se mostravam menos responsivos ao receber o
estimulo hedénico oferecido pela administracdo de uma solugéo contendo sacarose.
E importante ressaltar que o papel da reatividade ao sabor n&o se restringe apenas
em influenciar as preferéncias alimentares, selecdo da dieta e iniciagdo da
alimentacdo, como também desempenha papel importante sobre a integridade das
funcdes do sistema digestorio (Ohara, 1985). Diante disso, € provavel que o declinio
na percepcdo do sabor doce tenha repercutido sobre a eficiéncia mastigatoria,
observada a partir da reducéo dos parametros motores da funcao mastigatoria.

Propriedades musculares também foram modificadas nos animais
submetidos a PC experimental. No presente estudo, o peso do feixe superficial do
musculo masseter bem como do ventre anterior do masculo digastrico foi reduzido
nos animais paraliticos. Também foi verificado reducéo do peso relativo do musculo
masseter nesses animais. Em animais do grupo DPC, a queda do peso em ambos
0s musculos foi mais expressiva, demonstrando que a desnutricao proteica foi capaz
de acentuar os danos nos musculos mastigatorios. Em estudos prévios foi
observado reducdo do peso dos musculos Séleo e no Tibial Anterior em animais
submetidos ao mesmo modelo experimental de PC (Marcuzzo et al., 2008; Stigger et
al., 2011). Além disso, a reducdo no peso dos musculos masseter e digastrico pode
estd relacionado com o desenvolvimento de espasticidade muscular. Foi
demonstrado em estudos experimentais que animais com paralisia cerebral
desenvolvem aumento do tdnus (espasticidade) dos musculos das patas anteriores
e posteriores (Saadani et al., 2008; Derrick et al., 2004). Nesse sentido, € provavel

que os modelos de paralisia também promovam hipertonia dos musculos
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mastigatorios, sendo um possivel mecanismo que justifigue as alteracdes nos
parametros motores da mastigacdo observado no presente estudo.

A distribuicdo dos tipos de fibras musculares foi a outra propriedade
avaliada. No digastrico, houve uma reducdo na proporcdo das fibras tipo I,
associado a um aumento na propor¢cdo de fibras tipo IIA nos animais paraliticos e
desnutridos. Esse achado corrobora com o estudo de Stigger e colaboradores, onde
foi demonstrado em ratos submetidos a restricdo sensorio-motora associado a
anoxia perinatal, um aumento na proporcao de fibras tipo Il e uma reducéo nas fibras
tipo | nos musculos Tibial Anterior e Séleo (Stigger et al., 2011). Quanto ao feixe
superficial do musculo masseter, nosso estudo verificou um aumento na proporgao
das fibras IIA combinado a uma reducédo nas fibras IIB nos animais expostos a
desnutricdo e PC experimental. A menor propor¢cdo de fibras 1IB, observado no
presente estudo, pode refletir um atraso na maturacdo do musculo masseter.
Evidéncias experimentais demonstraram que nas primeiras duas semanas de vida, 0
musculo masseter é formado predominantemente por fibras tipo 1lA (Langenbach et
al., 2008). No entanto, a medida que ocorre a transicdo do comportamento de
succdo para mastigacdo, ocorre um aumento na propor¢cdo das fibras 11B
(Langenbach et al., 2008). Em virtude da fibra tipo 1IB apresentar maior forca e
velocidade de contragdo muscular (Kawai et al., 2009), sugere-se que a reducao na
sua proporcdo pode resultar em movimentos mastigatérios menos eficazes em
triturar o alimento no interior da cavidade oral.

As modificacbes nas propor¢des das fibras do ventre anterior do musculo
digastrico e feixe superficial do musculo masseter, foram mais evidentes nos animais
submetidos a paralisia cerebral experimental associado a desnutricdo perinatal. No
entanto, a auséncia de estudos na literatura que investiguem como a desnutricao
pode potencializar os danos orais da paralisia cerebral, limita a compreensédo dos
mecanismos envolvidos em tal impacto. O nosso estudo sugere que as alteracbes
nas propriedades musculares, podem justificar a intensificacdo dos danos nas
funcbes sensorio-motoras da mastigacdo, bem como a reducdo do consumo
alimentar pela succdo e mastigacdo. Isto é, o comprometimento na estrutura
muscular parece explicar os efeitos deletérios nas fun¢des orofaciais relacionadas a
alimentacao, podendo repercutir de forma adversa sobre a digestdo e absor¢éo dos

nutrientes pelo sistema digestivo.
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5. Concluséo

A inducdo da paralisia cerebral experimental provocou déficits na estrutura
dos mausculos mastigatorios, bem como em parametros sensoério-motores da
mastigacdo. O prejuizo em aspectos morfoldégicos dos musculos masseter e
digastrico, repercutiu sobre a integridade das fungcbes sensoriais e motoras da
mastigacdo. Ademais tal agravo limitou a capacidade do animal em se alimentar, a
partir da reducéo da ingestdo de leite materno e consumo de alimentos sélidos. Os
danos na capacidade da alimentacdo também promoveram reducdo do peso
corporal dos filhotes.

Além disso, nosso estudo constatou que os déficits mastigatérios foram
agravados quando a inducdo da paralisia cerebral experimental foi associada a
desnutricdo perinatal. Dessa forma, a privacdo de nutrientes, particularmente a
desnutricdo proteica perinatal, pode acentuar os efeitos deletérios da mastigacéo

observados em modelo experimental de paralisia cerebral.
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Figura 1: Evolucdo do peso corporal de ratos normonutrido controle (n = 15),
desnutrido controle (n = 15), normonutrido PC (n = 15) e desnutrido PC (n = 15) aos
8, 14, 17, 21 e 28 dias de vida. Os dados foram expressos em Média +tEPM.*

Diferenca estatistica significativa entre os grupos. (P<0,05).
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Figura 2: Evolucdo da ingestdo lactea ratos normonutrido controle (n = 15),
desnutrido controle (n = 15), normonutrido PC (n = 15) e desnutrido PC (n = 15) aos
7, 8, 14, 15, 19 e 20 dias de vida. Os dados foram expressos em Média +tEPM. Os
dados foram expressos em Média tEPM. * Diferenca estatistica significativa entre os
grupos. (P<0,05).
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Figura 3: Duracdo em segundos do periodo de incisdo (figura 3A), periodo de
mastigacdo ritmica (figura 3B), numero de ciclos mastigatorios (figura 3C) e

frequéncia mastigatéria (figura 3D) dos ratos normonutrido controle (n = 10),
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desnutrido controle (n = 10), normonutrido PC (n = 10) e desnutrido PC (n = 10) aos

21 dias de vida. Os dados foram expressos em Média tEPM. * Diferenca estatistica

significativa entre os grupos. (P<0,05).
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Figura 4: Consumo alimentar (figura 4A) e relacdo do consumo pelo tempo de

alimentacédo (figura 4B) dos

ratos normonutrido controle (n =

10),

desnutrido

controle (n = 10), normonutrido PC (n = 10) e desnutrido PC (n = 10) aos 21 dias de

vida. Os dados foram expressos em Média tEPM. * Diferenca estatistica significativa

entre os grupos. (P<0,05).

Grupos NC DC DC DPC P
Duracéo 38,6 £ 17,26 28,6 + 12,79 29,8 + 13,32 10,2 £ 4,56 <0,05
Quantidade | 10,6 + 4,74 54+241 6,6 £ 2,95 2,4+1,07 <0,05"

Tabela 1: Duracdo e quantidade das reacdes de gosto induzidas pelo sabor doce

dos ratos normonutrido controle (n = 5), desnutrido controle (n = 5), normonutrido

PC (n = 5) e desnutrido PC (n = 5) aos 21 dias de vida. Os dados foram expressos
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em Média tEPM. * Diferenca estatistica significativa entre os grupos DPC e NPC
(P<0,05).
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Figura 5: Peso em gramas e peso relativo dos musculos Masseter (figura 5A e 5C) e
do Digastrico (figura 5B 5D) dos ratos normonutrido controle (n = 15), desnutrido
controle(n = 15) normonutrido PC (n = 15) e desnutrido PC (n = 15) aos 29 dias de
vida. Os dados foram expressos em Média tEPM. * Diferenca estatistica significativa
entre os grupos DPC e NPC. (P<0,05).
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Figura 6 e 7: Imagens obtidas a partir de cortes transversais dos musculos corados
em ATPase miofibrilar calcio-ativada (mATPase), ap0s pré-incubacdo pH4,7. As
fibras musculares foram classificadas de acordo com a intensidade de reacdo a
ATPase ap0s a pré-incubacdo nos trés tipos principais: | (escura), lla (clara) e llb
(acinzentada). Distribuicdo dos tipos de fibras musculares do musculo masseter
(figura 7A) e digastrico (figura 7B) dos ratos normonutrido controle (n = 5),
desnutrido controle(n = 5) normonutrido PC (n = 5) e desnutrido PC (n = 5) aos 29
dias de vida. * Diferenca estatistica significativa entre os grupos DPC e NPC.
(P<0,05).
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Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biolégicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - pg - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351

1\ fax: (55 81) 2126 8350
% Www.ccb.ufpe.br

Recife, 9 de outubro de 2014.

Oficio n° 57/14

Da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof?, Ana Elisa Toscano Meneses da Silva Castro
Centro Académico de Vitéria - CAV

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076.025165/2014-10

Os membros da Comissio de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Estudo do padréo sensério-motor da mastigagao:
Implicagdes da desnutricdo perinatal sobre a paralisia cerebral experimental”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizacdo experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentacdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais séo
adotadas como critérios de avaliagdo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lej
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questao do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a

serem realizados.

Origem dos animais: Biotério de criagdo do Departamento de Atenciosamente,
Nutrigdo da UFPE; Animal: ratos; Linhagem:; Wistar; Idade: 90-
120 dias; Peso: Apds 220-250g; Sexo: machos e fémeas;
Numero total de animais previsto no protocolo: 62.
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