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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da administracdo neonatal de L-
triptofano (L-TRI) associado ou ndo a glicose sobre a eficiéncia mastigatoria em
ratos jovens. Foram utilizados 40 ratos Wistar machos, mantidos em condicdes
padrdo de biotério e distribuidos aleatoriamente entre os grupos: salina (S, n=10),
glicose (G, n=10), triptofano salina (TS, n=10) e triptofano glicose (TG, n=10). Foram
avaliados: ganho de peso corporal, os parametros motores da mastigagdo, consumo
de racdo durante a analise mastigacdo, propriedades musculares (peso e tipagem
de fibras musculares) do feixe superficial do muasculo masseter e dimensdes
mandibulares (base, altura e area da mandibula). O grupo TG apresentou menor
peso corporal que todos os outros grupos, maior periodo de mastigacdo ritmica que
0S grupos S e G e maior numero de ciclos mastigatérios quando comparado ao
grupo S. O grupo TS realizou mais sequéncias mastigatorias que o grupo S e teve
menor periodo de incisdo que os grupos S e G. Animais dos grupos TS e TG
apresentaram maior peso do musculo masseter que os grupos S e G. Houve menor
proporcao de fibras tipo lla e aumento das fibras llb no grupo TS comparado ao
grupo S e no grupo TG comparado aos grupos S e G. O L-triptofano isolado ou
associado a glicose melhora a eficiéncia mastigatéria e modifica o fenétipo das fibras

musculares mastigatorias.

Palavras-chave: Plasticidade fenotipica. Triptofano. Mastigacdo. 5-HT. Ratos.



ABSTRACT

These study aims evaluate the effects of neonatal administration of L-tryptophan
(L- TRI) in association or not with glucose on masticatory efficiency in Young rats. 40
Wistar rats were randomly divided in groups were used: Saline (S, nl0), L-
Tryptophan + Saline (TS, n=10), Glucose (G, n=10) and L-tryptophan + Glucose (TG,
n=10). Animals were kept under standard animal husbandry conditions. We
evaluated in the different groups: body weight gain, the motor parameters of
mastication, muscle typing of the masseter and mandibular dimensions. The TG
group showed reduction on body weight, higher duraction of rhythmic mastication
period and most number of masticatory cycles. The TS group made more masticatory
sequences than the S group and have lower duration of incision period than the S
and G group. Animals of TS e TG groups increased muscle weight and the
proportion of type IIA mucle fibers than the S e G. The treatment with L-tryptophan in

association or not to glucose increases the masticatory efficience in young rats.

Keywords: Phenotypical plasticity. Tryptophan. Mastication. 5- HT. Rats.
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1 INTRODUCAO

A mastigacdo € a primeira etapa do processo digestivo nos mamiferos
(LUND, 1991). Esta complexa funcdo biomecéanica ocorre através de movimentos
ritmicos que envolvem diversas estruturas, como musculos orofaciais, mandibula e
articulagdes témporo-mandibulares, finamente controlados pelo Sistema Nervoso
Central (SNC) (YADAYV, 2011). Uma mastigacao eficiente depende ndo somente da
integridade das estruturas orofaciais envolvidas nesse processo, como também da
interacdo harménica entre seus constituintes fisiolégicos centrais e periféricos
(YADAYV, 2011).

Em mamiferos, a maturacdo das estruturas orofaciais € completada durante a
gestacdo e primeira infancia, periodo no qual ocorre grande plasticidade
(WESTNEAT; HALL, 1992). Esta fase corresponde também ao periodo de maior
desenvolvimento cerebral (WHITAKER-AZMITIA, 2010). Durante este periodo
critico, ocorrem diversos eventos biolégicos de maturacao, migracao e diferenciacéo
neuronal no cérebro, concomitantemente a processos de sinalizagdo celular para o
desenvolvimento craniofacial (JACOBS; AZMITIA, 1992; MOISEIWITSCH, 2000). A
alta plasticidade torna o periodo perinatal uma janela para a adaptacao fenotipica no
sistema nervoso central, bem como nas células alvo (BARKER et al., 2002). Deste
modo, estimulos ambientais nas primeiras fases da vida podem gerar alteracbes

fenotipicas sobre a mastigacdo em longo prazo.

Dentre os fatores relacionados a plasticidade durante o periodo critico,
destaca-se a serotonina (5-hidroxi-triptamina) (AZMITIA, 2007). Esta monoamina é
sintetizada através do precursor triptofano (FERNSTROM, 2013). A taxa de sintese
de serotonina é sensivel aos niveis cerebrais de triptofano, e a captagéo cerebral
deste aminoacido € mediada por transportadores competitivos na barreira hemato-
encefalica (LENARD; DUNN, 2005). A ingestdo de carboidratos simples favorece a
entrada do triptofano no cérebro e a sintese de serotonina, através da mobilizagéo
dos aminoacidos neutros que competem pelos transportadores cerebrais
(FERNSTROM; et al., 1979). Assim, especula-se que a associacao entre triptofano e
glicose aumenta a biodisponibilidade cerebral do triptofano e favorece a sua

conversao em serotonina.
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Este neurotransmissor é descrito como molécula importante na regulacao da
ontogenia e desenvolvimento do sistema nervoso central bem como das estruturas
craniofaciais (AZMITIA, 2007; LAUDER, 1978; SHUEY, 1992; MOISEIWITSCH,
2000). Durante o periodo perinatal, possui acdo indutora na proliferacdo e
morfogénese tecidual, diferenciagdo neuronal, migracdo celular, expressao de
fatores de crescimento, adesao celular e extracelular (LAUDER, 1990). Todos esses
efeitos foram expressos em diversas areas do corpo inclusive no epitélio e
mesénquima da regido craniofacial. A 5-HT participa ainda da regulacdo do ritmo

mastigatorio, fundamental para uma mastigacao eficiente (REN et al., 1999).

Até o momento, estudos experimentais analisando os efeitos da manipulagéo
serotoninérgica sobre a mastigacdo ainda sdo escassos. Embora hajam estudos
avaliando a eficiéncia da mastigacdo e morfologia das estruturas orofaciais
(FERRAZ-PEREIRA et al., 2015; LACERDA et al., 2017), pouco se sabe sobre os
efeitos da administracdo neonatal de L-triptofano sobre tais parametros, tampouco
sobre o papel da associacdo entre L-triptofano e glicose na funcdo mastigatoria.
Ademais, uma mastigacao eficiente esta diretamente ligada a nutricdo adequada,
tornando esse objeto de estudo ainda mais importante. Desse modo a presente
pesquisa objetivou analisar a influéncia do tratamento neonatal com L- triptofano

associado ou nao a glicose sobre a eficiéncia mastigatoria em ratos jovens.
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2  REVISAO DE LITERATURA

A mastigacdo compreende uma série de processos mecanicos e enzimaticos,
que permite a trituracéo do alimento e formacé&o do bolo alimentar (MOISEIWITSCH,
2000). Este processo marca o inicio da digestdo e atua como gatilho para a
secrecdo de horménios e enzimas digestivas (ZHU et al.,, 2013). Além disso,
participa da ativacdo de cascatas neuroendocrinas que permitem uma digestao
eficiente e sinalizacdo da saciedade (ZHU et al., 2013). Ademais, 0 ato de mastigar
propicia estimulos mecéanicos para a mandibula, o ligamento periodontal e
articulagdo  témporo-mandibular  (ATM), estimulando o crescimento e
desenvolvimento orofacial (MCNEILL, 2000).

Trata-se de um processo ritmico, que em ocorre em trés etapas: Inciséo,
trituracdo e pulverizacdo (BIANCHINI, 2005). Na primeira fase ocorre a captagéo e
propulséo do alimento para as regides oclusais dos dentes posteriores (DOUGLAS;
ONCINS, 2011). Na fase seguinte, ocorre a trituracdo do alimento a partir de
movimentos vigorosos, periédicos e de velocidade da mandibula, denominados de
ciclos mastigatérios (BIANCHINI, 2005). Na fase de pulverizagdo, o alimento é
transformado em bolo alimentar e os movimentos mandibulares sdo menores em
amplitude (DOUGLAS; ONCINS, 2011). Para fins de analise em roedores, a
mastigacéao é dividida em dois periodos (MOSTAFEEZUR et al., 2012). O periodo de
incisdo € caracterizado por sucessivas incisbes e da conducdo do alimento para a
parte posterior da cavidade oral, quando se inicia o periodo da mastigacao ritmica
(MOSTAFEEZUR et al.,, 2012). No periodo da mastigagdo ritmica iniciam-se 0s
ciclos mastigatérios, a trituracdo e a pulverizagdo do alimento (MOSTAFEEZUR et
al., 2012).

A eficiéncia mastigatoria pode ser definida como a capacidade de captar e
triturar o alimento adequadamente (VAN DER BILT, 2002). Os parametros motores
da funcdo mastigatoria (duracdo do periodo de incisdo e da mastigacao ritmica,
namero de ciclos mastigatorios, nimero de sequéncias mastigatorias e frequéncia
mastigatoria), sdo considerados indicadores do desempenho no processamento
alimentar, sendo, portanto eficazes em avaliar o grau da eficiéncia mastigatoria
(MOSTAFEEZUR et al., 2012).
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A funcdo mastigatoria é desempenhada por 6rgdos periféricos, estimulos
sensoriais e sistema nervoso central (DOUGLAS, 2002). No SNC, as atividades
sensoriais e motoras da mastigacdo sao controladas principalmente pelo ramo
mandibular do nervo trigémeo (AIRES, 2012). O complexo trigeminal € formado
pelos nucleos sensorial principal, mesencefalico, motor e espinhal (Figura 1) (AIRES,
2012). No tronco encefélico, o padrdo ritmico da mastigacdo é controlado pelo
gerador de padréo central (CPG) (LUND; KOLTA, 2006). O CPG possui conexdes
com varias areas do complexo trigeminal, incluindo os nucleos motores trigeminal
(NVmot) e facial (NIII), além do nucleo principal sensorial do trigémeo (NVsnpr)
(Figura 1) (LUND, KOLTA 2006). Cada neur6nio de saida do CPG possui um
conjunto de conexdes com motoneurdnios, que também recebem feedback sensorial
(KOLTA et al., 2006). Assim, o NVsnpr recebe os estimulos sensoriais tateis da area
cortical da mastigacéo e envia os disparos para o Nvmot (YOSHIDA et al., 1998). O
ndcleo mesencefalico recebe estimulos sensoriais proprioceptivos dos musculos
mastigatérios e ligamentos peridontais (MASCARO et al., 2008) (Figura 1). Diante
dos diferentes estimulos sensoriais recebidos, o Nvmot controla o tbnus muscular
dos musculos mastigatorios, o ritmo da mastigacdo e a forca da mordida
(MASCARO et al., 2008). Nesse contexto, uma mastigacao eficiente depende nao
somente da integridade das estruturas orofaciais envolvidas nesse processo, como
também da interacdo harmdnica entre seus constituintes fisioldgicos centrais e
periféricos (YADAV, 2011).

Fiaura 1- Oraganizacao do complexo triaeminal.

Fonte: Aires, 2012.
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O controle da funcdo mastigatoria, bem como a morfologia das estruturas
envolvidas nesse processo sdo sensiveis aos estimulos ambientais. Essa
habilidade de um uUnico gendtipo de produzir mais de uma forma de morfologia,
estado fisioldgico e/ou comportamento, em resposta a condicdes ambientais é
chamada de Plasticidade Fenotipica (WEST-EBERNARD, 1989). As fases intra-
uterina e neonatal sdo consideradas janelas para a adaptacdo biologica
(BARKER et al., 2002). Nestes periodos ocorrem importantes diferenciacdes
fenotipicas e morfofisioldgicas, que permitem a adaptacdo ao ambiente frente as
condigcbes ambientais (HANSON; GLUCKMAN, 2008). Durante os periodos
criticos do desenvolvimento ocorre alta proliferagdo e migragéo celular (BARKER
et al., 2002). Assim, o organismo torna-se mais sensivel a fatores ambientais
nestas fases (HANSON; GLUCKMAN, 2008).

O conjunto de mecanismos envolvidos nesta plasticidade € chamado de
epigenética (AGUILERA et al., 2010). Os processos epigenéticos sdo gerados
através da mudanca no epigenoma e expressao génica em resposta a estimulos
ambientais, sem nenhuma alteracdo na sequéncia do DNA (WELLS, 2010). A
plasticidade do desenvolvimento é termo chave para compreender o0s
mecanismos pelos quais o ambiente influencia na expressdo fenotipica
(BARNES, 2016). O campo que estuda esta plasticidade e suas consequéncias
na vida adulta é conhecido como “Origem Desenvolvimentista da Saude e da
Doenca (DOHaD)” (HANSON, 2015). O DOHaD enfatiza que um mesmo
estimulo ambiental pode gerar impactos diferentes na plasticidade, dependendo
do periodo em que ocorre (WADHWA et al., 2009). Assim, as alteracdes
epigenéticas que ocorrem durante o periodo de desenvolvimento embrionario
tém maior impacto do que a fase adulta, devido suas consecutivas divisbes
mitoticas (AGUILERA et al., 2010).

O conceito de DOHaD ¢é resultante da unido de varios estudos, que
sugeriram que o periodo de desenvolvimento fetal pode sofrer influencias
ambientais, alterando a susceptibilidade para doencgas futuras (SCHMIDT; BURACK;
VAN LIESHOUT, 2016). Nesse contexto, a associa¢cao entre predisposicao genética
e estimulo ambiental causa adaptacdes epigenéticas que geram consequéncias na
vida adulta (GLUCKMAN; HANSON, 2011). Esta programacdo epignética permite
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que os individuos se adaptem a mudancas nas condi¢cdes ambientais e aumentem

suas chances de sobrevivéncia (SKINNER et al., 2010).

Durante este periodo de alta plasticidade, ocorre a maturacédo das estruturas
chave da mastigacdo (MOISEIWITSCH, 2000). Estas incluem musculos, 0ssos,
vasos e nervos (LAKARS; HERRING, 1980). Em humanos este periodo vai do
terceiro trimestre gestacional e vai até os dois a quatro anos de vida (MORGANE,
1978). Ja em ratos este desenvolvimento ocorre durante embriogénese até o final do
periodo de desmame (MORGANE, 1978). Somente apés o periodo de maturacéo do
complexo craniofacial se tem o completo desenvolvimento do padrdo mastigatério
(LAKARS; HERRING, 1980).

O periodo de desenvolvimento do complexo craniofacial ocorre
concomitantemente ao periodo critico de maturacdo do sistema nervoso central
(WESTNEAT; HALL, 1992). Este desenvolvimento é caracterizado pela formagéo de
diversas conexdes neuromusculares na regido orofacial e no SNC (HERRING,
1985). Ademais, sao observadas mudancas ontogenéticas na mandibula e masculos
mastigatorios a medida que a mastigacdo é aprendida (NAKATA, 1981). Nos
musculos mastigatérios (masseter, digastrico e supra-hi6ide) observa-se uma
mudanca no padrdo de fibras musculares, quando a succdo é substituida pela
mastigacdo (KOGO; FUNK; CHANDLER, 1995). A propor¢cdo na composicao de
fibras de miosina tipo IIB (MyHC2B), de contracdo rapida e alta forca de contragao,
aumenta (SHIDA, 2005). Esta adaptacdo permite a realizagdo dos movimentos

ritmicos e vigorosos durante os ciclos mastigatorios (SHIDA, 2005).

Ja o desenvolvimento mandibular tem inicio a partir do 4° més de vida
intrauterina  (MOYERS, 1988). Durante a gestacdo ocorre a ossificacao
intramembranosa da mandibula (exceto na regido condilar) (TOLEDO, 1996).
Durante a lactacdo (a partir dos 6 a 8 meses até os dois anos de vida posnatal),
ocorre o primeiro pico de crescimento mandibular, por remodelacdo Ossea
(CORREIA, 1998). Neste periodo, a morfologia do tecido ésseo mandibular e a
cartilagem condilar apresentam maior vulnerabilidade a mudancas ambientais
(TOLEDO, 1996).

O sistema serotoninérgico € um dos principais sistemas de neurotransmissao
envolvidos no desenvolvimento das estruturas orofaciais (JACOBS; AZMITIA, 1992).

Este sistema estd relacionado a uma grande diversidade de fun¢bes (JACOBS;
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AZMITIA, 1992). A amina biogénica 5-hidroxitriptamina (5-HT) ou serotonina atua
como neurotransmissor, além de fator trofico de tecidos neurais e ndo neurais
(LAUDER, 1988). A 5-HT é uma indolamina (figura 2), formada por um anel indol e
uma cadeia lateral carboxil-amida (LAM et al., 2010). Cerca de 90% da serotonina
corporal é produzida nas células enterocromafins do trato gastrointestinal
(VEDOVATO et al.,, 2014). No SNC, é sintetizada no nucleo da rafe a partir do
aminoacido aromatico essencial triptofano (ROSSI; TIRAPEGUI, 2004).

Figura 2 - Estrutura quimica da serotonina
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Fonte: ROSSI; TIRAPEGUI, 2004.

Como neurotransmissor, a 5-HT atua em varias regifes cerebrais e influencia
diversos processos relacionados a memodria e ao aprendizado, sono,
comportamento alimentar, (FEIJO; BORTULUCI; REIS, 2010; SHABBIR et al.,
2013), a depender dos tipos de receptores envolvidos (LAUDER, 1990). Ao todo séo
conhecidos 7 classes de receptores de 5-HT e 14 subtipos (HOYER; HANNON;
MARTIN, 2002).

Durante a gestacédo, a placenta fornece a 5-HT necessaria a formacédo do
sistema serotoninérgico em desenvolvimento (BONNIN et al., 2011). Os primeiros
neurdnios serotoninérgicos aparecem no tronco encefalico humano a partir da quinta
semana de vida intrauterina (SUNDSTRON et al.,, 1993). No rato, este periodo
corresponde entre 0 10° e 12° dia de vida intrauterina (SULLIVAN, 2011). A partir
deste periodo, os neuronios serotoninérgicos migram do nucleo da rafe e modulam o
desenvolvimento de varias regiées cerbrais, como o hipotadlamo, o cortex cerebral e
0 nuclo do trato solitario (NTS) (GASPAR et al., 2003; MORTON et al., 2006). A 5-
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HT desempenha papel importante nas fases do desenvolvimento cerebral,
modulando a divisdo celular, migracdo neuronal, diferenciacdo das células e
sinaptogénese (GASPAR et al., 2003; AZMITIA, 2001).

A serotonina também participa do desenvolvimento embrionario de tecidos
nao neurais (JACOBS; AZMITIA, 1992). Ademais, regula a expressao de fatores de
crescimento, adesdo celular e extracelular (LAUDER, 1990). Esses estimulos
ocorrem em diversas areas do corpo inclusive no epitélio e mesénquima da regiao
craniofacial (LAUDER, 1990; MOISEIWITSCH, 2000).

O aumento dos niveis de serotonina na fenda sinaptica parece contribuir no
desenvolvimento de parametros que refletem a integridade do sistema
estomatognatico (RIBEIRO-DO-VALLE, 1997). Dessa forma, tanto a morfogénese
das estruturas cranio-faciais, dentais e musculares do sistema estomatognatico; bem
como a regulacdo dos movimentos ritmicos de abertura e fechamento da mandibula,
tem a participagdo de sistemas de neurotransmissores, sobretudo da 5-
HT(RIBEIRO-DO-VALLE, 1997). Além disso, a serotonina desempenha importante
papel na formacdo da crista neural, bem como na elevacdo do palato, na
invaginacao do dente no estagio de botdo e condensacéo da papila dental, através
da proliferacao e diferenciacdo realizada por receptores de superficie celular e sua
transducdo de sinal associados (MOISEIWITSCH, 2000). Tecidos da regiao oral,
como linha do palato, lingua, proeminéncias maxilares e mandibulares e papila
dental também possuem receptores serotoninérgicos durante o periodo ativo de
morfogénese, podendo ser indicio da atuacdo da serotonina como moduladora
desse evento. (LAUDER, 1988). Receptores serotoninérgicos com caracteristicas
semelhantes aqueles encontrados em neurbnios maduros também foram
observados in vitro no epitélio da face, cavidade oral, e cerebro em
desenvolvimento (LAUDER,1988).

Entre os diversos receptores serotoninérgicos, o 5-HT2B € um dos
mediadores chaves da acdo da serotonina durante o desenvolvimento. De acordo
com Reisoli et al (2010), a sinalizacdo do receptor 5-HT2B € necesséria para
modular a forma e a funcao de diversos elementos esqueléticos da mandibula e a
ATM. Estudos demonstraram que 0s osteoblastos e ostedcitos de ratos sintetizam a
5-HT, além de expressar receptores e transportadores serotoninérgicos. Estudo

recente realizado in vitro observou que as células Osseas expressam a enzima
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triptofano hidroxilase, que catalisa a conversdo do triptofano em serotonina
(BLIZIOTES et al.,2001; BLIZIOTES et al; 2006). A presenca da serotonina nas
células Osseas esta relacionada a maior producdo de matriz 0ssea, através da
diminuicdo da reabsorcdo e/ou aumento da deposicdo Ossea. Assim, este ocorre
aumento na massa e densidade Ossea mineral na presenca da 5-HT
(GUSTAFSSON et al.,, 2006). A 5HT participa ainda da regulacdo do ritmo
mastigatorio através da estimulacdo do complexo sensorio-motor trigeminal e o
nacleo caudal da rafe (DELLOW; LUND, 1971).

Através do nucleo da rafe péalido e obscuro, neurbnios serotoninérgicos
enviam projecdes para o nucleo motor trigeminal, estimulando a despolarizagéo e
excitabilidade celular durante a atividade mastigatéria (RIBEIRO- DO-VALE et al.,
2001; HSIAO et al, 2005). Estudos experimentais apontam aumento da
excitabilidade de membrana e das descargas nos neurdnios motores trigeminais
durante os ciclos mastigatérios (HSIAO, 1997; HSIAO, 2005).

A exposicdo a farmacos inibidores da recaptacdo de serotonina (ISRS)
promovem aumento deste neurotransmissor na fenda sindptica, inibindo o
transportador de serotonina (SERT) (PINHEIRO et al., 2017a). O padrédo dietético
também é um dos fatores determinantes do aumento dos niveis de serotonina
(HUETER et al., 2016).

Estudos experimentais associaram a desnutricdo protéica perinatal ao
aumento dos niveis de serotonina (MANJARREZ et al., 1994; PINHEIRO et al.,
2017b). Segundo Hueter e colaboradores (2016), os mecanismos de aumento da
5HT mediante desnutricdo neonatal envolvem o aumento da disponibilidade cerebral
de triptofano. Resnick e Morgane (1983), ao realizar protocolo experimental de
desnutricdo protéica neonatal em ratos, também observaram aumento dos niveis de

serotonina, acido hidroxiindolacético e triptofano.

O aminoacido triptofano (TRP) € um dos principais precursores da serotonina
(5-HT) (LESNIAK et al.,, 2013). Este aminoacido essencial pode ser obtido pela
alimentacdo rica em alimentos protéicos, como ovos, leite, carne e soja. Sua
metabolizacdo segue um processo complexo que conduz a geracdo de varios
compostos neuroativos, em destaque a 5-HT (CHEN; GUILLEMIN, 2009).Em virtude
deste aminoacido interferir sobre os niveis de 5-HT, estudos experimentais tém

utilizado o L-TRI, como um método eficaz, ndo farmacoldgico e néo invasivo para
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manipulacdo do sistema serotoninérgico (MATEOS et al., 2009; ESTEBAN et al.,
2004).

A sintese de 5-HT envolve varias etapas (figura 1). Inicialmente o L-TRI é
hidroxilado e convertido em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) pela acdo da triptofano
hidroxilase (SILVA et al., 2017). Em seguida, o 5-HTP é descarboxilado, a partir da
enzima 5- hidroxitriptofano descarboxilase, dando origem a 5-HT (SILVA et al.,
2017). A degradacdo da 5-HT é feita pelas enzimas monoaminooxidade (MAO) e
aldeido desidrogenase (ALDH), tendo como produto final o acido 5-
hidroxindolacético (5-HIAA) (FERNSTROM, 1991).

No plasma, cerca de 80% triptofano circula conjugado a albumina, para
otimizar o transporte pela barreira hematoencefalica (LE FLOC'H; OTTEN;
MERLOT, 2011). Assim, alcool, drogas, desnutricdo protéica, entre outros fatores
que causem hipoalbuminemia podem levar a diminuicdo da biodisponibilidade de
triptofano (LE FLOC'H; OTTEN; MERLOT, 2011).

As principais vias metabdlicas do triptofano séo a via das quinureninas e a via
da serotonina, respectivamente (LESNIAK et al, 2013). O triptofano também é
utilizado na sintese protéica, porém em menor proporcdo, devido a sua baixa
disponibilidade (LESNIAK et al., 2013).

A figura 3 descreve resumidamente as principais vias metabdlicas do

triptofano.

Figura 3 - Principais vias metabdlicas do triptofano
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Estima-se que 95% do triptofano absorvido sejam metabolizados pela via das
quinureninas, 4% a 6% sofra degradagao bacteriana no intestino e apenas 1% a 2%
seja convertido em serotonina (LE FLOC'H; OTTEN; MERLOT, 2011).

A guantidade de triptofano que sera convertida em serotonina depende nao
somente da concentracdo plasmética de TRP, mas também do balangco entre o
triptofano e outros aminoacidos neutros, como tirosina e fenilalanina (FERNSTRON;
WURTMAN, 1979).

Deste modo, a concentracdo plasmatica dos aminoacidos neutros torna-se
fator importante na conversdo do triptofano em serotonina (FERNSTRON;
WURTMAN, 1979), uma vez que estes aminodcidos tém vantagem na competicdo

pela entrada na barreira hematoencefalica (LESNIAK et al., 2013).

A associacao do triptofano a carboidratos simples também parece favorecer a
conversdo deste aminoacido em serotonina, pois o aumento da glicose diminui a
concentragdo de aminoacidos livres na barreira hematoenceféalica (FERNSTRON;
WURTMAN, 2013). Isso ocorre devido a liberacdo de insulina provocada pelo
carboidrato, que favorece a saida destes aminoacidos para os musculos, diminuindo
a competicdo nos transportadores da barreira hematoencefalica, favorecendo a
passagem do L-triptofano na barreira e conversdo em serotonina (ROSSI;
TIRAPEGUI, 2004).

Diante da escassez de estudos avaliando a funcdo mastigatoria mediante
tratamento neonatal com L-triptofano, torna-se pertinente avaliar os efeitos da
modulacdo do sistema serotoninérgico sobre a eficiéncia mastigatoria. Além do
mais, dada a baixa disponibilidade do triptofano dietético, faz-se necessario
aprimorar as maneiras de tornar este aminoacido mais biodisponivel para conversao
em 5HT. Diante do exposto, o presente estudo avaliou os efeitos do L-triptofano em
associacdo ou ndo a glicose sobre os parametros motores da mastigacdo e
maturacdo das estruturas orofaciais (feixe superficial do musculo masseter e

mandibula).
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3 HIPOTESE

A administracdo neonatal ao L-triptofano, associado ou ndo a glicose,

melhora a eficiéncia mastigatoria em ratos jovens.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Analisar a influéncia do tratamento neonatal com L- triptofano associado ou

ndo a glicose na eficiéncia mastigatoria em ratos jovens.

4.2 Objetivos Especificos

Avaliar, em animais submetidos ao tratamento neonatal com L-triptofano em

associacao ou nao a glicose:

¢ O ganho de peso corporal dos filhotes;

e Os parametros motores da fungdo mastigatoria (duracdo do periodo de
incisdo, duracao do periodo da mastigagao ritmica, nimero de ciclos
mastigatorios, frequéncia mastigatdria e consumo alimentar durante a
analise da mastigacao);

e O peso e distribuicdo dos tipos de fibras do feixe superficial do masculo
masseter;

e As dimensdes mandibulares (base, altura e area da mandibula);
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5 METODOLOGIA

5.1 TIPO E LOCAL DO ESTUDO E QUESTOES ETICAS

O presente estudo possui carater experimental quantitativo e foi realizado no
laboratorio do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco —
UFPE. O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco, processo n°® 0038/2016
(ANEXO A). Os experimentos foram iniciados e realizados seguindo as normativas
do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e do
Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA), de acordo com a lei 11.794
de 8 de Outubro de 2008.

5.2 ANIMAIS

Foram utilizados 40 filhotes machos de ratos da linhagem Wistar (espécie
Rattus Novergicus Albinus), obtidos através de 15 ratas Wistar adultas provenientes
do biotério de criacdo do Departamento de Nutricdo da UFPE. A escolha das
progenitoras obedeceu aos seguintes critérios de inclusao: ratas entre 90 e 120 dias
de vida, ndo parentes, primiparas, com peso entre 220g e 250g, para evitar
quaisquer influencias genéticas e/ou fisiolégicas nos filhotes gerados (ZAMBRANO
et al., 2006). Foi realizado o acompanhamento do ciclo estral das ratas progenitoras,
a fim de identificar seu periodo fértil para acasalamento, através da técnica de
esfregaco vaginal (MARCONDES et al., 2002).

Logo apos o nascimento, os filhotes foram distribuidos aleatoriamente em
ninhadas de oito filhotes por mae. Em casos de ninhadas com mais de oito animais,
foram priorizados os filhotes machos para compor os grupos. Alguns filhotes do sexo
feminino foram utilizados para padronizagdo das ninhadas quando estas possuiam
menos de oito filhotes do sexo masculino. Apenas os filhotes machos foram
submetidos aos experimentos e obtencao de resultados. 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 agua e

alimentacao.
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5.3 DELIMITACAO DOS GRUPOS E DESENHO EXPERIMENTAL

Os filhotes foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos, de acordo
com o tratamento recebido (Figura 4). As ninhadas foram subdivididas de forma que
dois animais pertencessem a cada grupo experimental, totalizando oito animais por
ninhada. Até o final do periodo de lactacdo (21 dias), os filhotes ficaram nas gaiolas
com suas maes. Durante esse periodo, cada grupo recebeu um tratamento
diferente, diariamente, via subcutanea dorsal (tabela 1), uma hora apés o inicio do
ciclo escuro (as 09h). Nesse horario ocorre o pico de liberacdo de 5-HT no
hipotalamo (MATEOS et al., 2009).

Figura 4 - Fluxograma do desenho experimental, destacando a ordem cronoldgica

das etapas realizadas no estudo.

Gestacdo Lactacéo Desmame

Pl P8 Pl4 P21 P35

Peso Corporal

Pardametros motores da mastigacédo

Eutanasia e extracéo do feixe
superficial do masseter e mandibula

Fonte: elaborado pela autora.

Foram utilizadas solucdo salina, (NaCl 0.9%, 1ul/g) solugcdo de glicose
(CeH1206 5%,1ul/g), solucao salina + triptofano (100mg/kg, 1ul/g), solucdo de glicose
+ triptofano (100mg/kg, 1ul/g) (Tabela 1). O triptofano (L- TRI) foi diluido na solucéo
glicosada ou salina. A quantidade utilizada foi previamente estabelecida através de
estudo de relagéo dose-efeito (CARVALHO-SANTOS et al., 2010).
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Tabela 1 - Delimitag&o dos grupos experimentais, de acordo com a substancia

administrada.

Solucéo salina Solucao salina + Solucéo de glicose Solucao de glicose +
Triptofano Triptofano

- Grupo Salina (S, n=10)- Grupo Triptofano - Grupo Glicose (G, - Grupo  Triptofano
Salina (TS, n=10) n=10) Glicose (TG, n=10)

Fonte: elaborada pela autora.

Findado o periodo de lactacdo, os animais foram separados de suas maes e
colocados em gaiolas com 3 ou 4 animais de mesmo grupo experimental e mantidos
em dieta padrdo até os 35 dias de vida. Os testes dos parametros motores da
mastigacdo foram avaliados no dia P21. Passados os 35 dias, os animais foram
eutanasiados através de decapitacdo. Apdés o sacrificio, as mandibulas foram
retiradas e medidas e foram extraidos os feixes superficiais do musculo masseter

esquerdo.

5.4 MENSURACAO DO PESO CORPORAL

O peso corporal dos filhotes foi verificado no 1°, 8°, 14°, 21° e 35° dia de vida
pés-natal, para acompanhamento da taxa de crescimento desses animais. A
pesagem foi feita a partir de uma balanca eletrénica digital (Marte, modelo S-1000,
capacidade de 1 Kg e sensibilidade de 0,19).

55  AVALIACAO DOS PARAMETROS MOTORES DA MASTIGACAO

Os animais foram submetidos a andlise dos parametros motores da funcao
mastigatoria no 21° dia de vida, de acordo com o protocolo de Ferraz-Pereira e
colaboradores (2015). Os animais passaram por um periodo de 3 horas em privagao
alimentar. O inicio do jejum foi realizado individualmente com o intervalo de meia
hora entre cada animal, a fim de manter o mesmo tempo de jejum para todos 0s
animais. Apos o periodo de privacdo alimentar, os animais foram alocados

individualmente em uma gaiola de acrilico transparente. No inicio da avaliagcéo, foi
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colocado dentro da gaiola aproximadamente 1 grama de pequenos fragmentos de
pellets de racdo padrdo de biotério para cada animal. Posteriormente a analise,
estes fragmentos foram pesados novamente.

A ingestao alimentar foi obtida pela diferenca do peso da racdo antes e apés
a observacao comportamental. Os animais foram filmados por 15 minutos enquanto
se alimentavam, utilizando uma camera (Sony DCR-DVD610 NTSC). De cada video
foram analisados trés periodos de 30 segundos. A escolha desses periodos foi
baseada na observacdo do momento em que o animal realizou 0s movimentos
mastigatérios de forma continua. Além disso, também foi levada em consideracao, a
qualidade de imagem observada lateralmente.

Por meio da analise das sequéncias mastigatérias, 0s seguintes parametros
foram avaliados (Figuras 5 e 6): Duracdo do periodo de incisdo (periodo inicial
caracterizado por sucessivas incisdes); Duracdo do periodo de mastigacao ritmica
(periodo marcado pela execucdo dos ciclos mastigatorios); Numero de ciclos
mastigatorios (quantidade de movimentos verticais de abertura e fechamento da
mandibula); Numero de sequéncias mastigatérias; Frequéncia mastigatéria

(quantidade de ciclos mastigatorios realizados por segundo).

Figuras 5 e 6 - Esquema representativo dos parametros motores da mastigacao
(figura 5). Observacédo do animal no plano sagital por meio da filmagem para
extracdo dos parametros avaliados (figura 6)

Sequencia mastigatoria

a e
" L

Periododeincisio  Periodo da mastigacao ritmica

¢ b 4 ‘

Ciclos mastigatrios

Fonte: Resultados da pesquisa.

Para quantificacdo de tais parametros, os videos foram analisados por um
avaliador cego para a identidade do animal, e vistos em slow-motion, (reducao de
90% da velocidade),utilizando o programa de reproducdo de videos Media Player

Classic Home Cinema (versao 1.7.5).
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5.6 EXTRACAO E MEDIDAS DAS DIMENSOES MANDIBULARES

No dia P35, ap6s decapitacdo dos animais, foi seguido o protocolo de Alippi e
cols. (2002), de extracdo e medidas das dimensdes mandibulares. A mandibula foi
extraida, limpa, cortada ao meio na linha da sutura média. A porcado esquerda da

mandibula foi medida, utilizando um paquimetro.

Figura 7 - Aspectos da mandibula esquerda ap06s seccéo, evidenciando os

pontos de mensuracao.

Fonte: Alippi et al., 2002.

Foram aferidas as seguintes dimensdes, segundo a figura 7: Comprimento da
base da mandibula (CBM): distancia entre ponto mais inferior anterior da coluna
vertebral interdental (I), o ponto mais posterior do processo angular (Il); Altura da
mandibula (AM): a distancia entre o ponto mais posterior do processo angular (Il) e o
ponto mais superior do processo coronoide (lll);Area mandibular (ArM): calculada a
partir de um triangulo formado entre o ponto mais inferior anterior da coluna vertebral
interdental (I), o ponto mais posterior do processo angular (Il) e o ponto mais

superior do processo coronoide (Il1). ArM = CBM x AM.

5.7 ,EXTRAQAO E ANALISE HISTOLOGICA DO FEIXE SUPERFICIAL
MUSCULO MASSETER

No 35° dia pds —natal, os animais foram eutanasiados por decaptagéo. Apds a
eutanasia, foi feita uma incisdo longitudinal anterior na regido cervical, sendo
dissecado o feixe superficial do musculo masseter do lado esquerdo (Figura 8),
fixados em N-Hexano e em seguidapesados. A massa de cada musculo (MM, em

gramas) foi mensurada com auxilio de uma balanca. Apés a pesagem, os musculos
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foram imediatamente congelados em n-hexano  resfriado em gelo
seco e posteriormente transferidos para o freezer a -80°C até analise da

ATPase miofibrilar.

Figura 8 - Vista lateral (fig. 8 A) e anterior (fig. 8 B), do feixe superficial do masculo

masseter (A)

Fonte: Sano et al., 2007.

Para a mATPase,os musculos foram fixados em suporte com utilizacdo do
Tissuetek® e mantidos a -20°C. Para obtencéo das secgdes transversas de 10um de
espessura, foi utilizado o criostato (LEICA modelo CM1100, Nussloch— Alemanha).
Os cortes foram fixados em laminas e quando atingiram temperatura ambiente foi
iniciada a coloragdo. Os cortes transversais fixados foram corados pela técnica da
miosina miofibrilar adenosina trifosfatase célcio ativada (mATPase), que permite a
distincao entre fibras rapidas (tipo lla e IIb) e lentas (tipo I), através de pré-incubacéo

em dois diferentes niveis de pH (4,3 e 4,55), com incubagcdo em pH alcalino (9,4).

Os cortes foram pré-incubados em temperatura ambiente por 10 minutos em
solucdo de 400 MI contendo acido acético a 0,2M (12,7 Ml de acido acético e 1000
Ml de agua destilada) e 120 Ml de acetato de sodio a 0,2M (27,2g de acetado de
sbédio e 1000 MI de agua destilada) com pH ajustado para 4,3 ou 4,55. Em seguida
as laminas foram lavadas e incubadas a 37°C em uma solu¢cdo com pH ajustado
para 9.4 contendo ATP durante 40 minutos.

Apbs o periodo de incubacéo, as laminas foram lavadas em 4gua destilada e
imersas em solucdo de cloreto de cobalto a 2% durante 5 minutos e reveladas em
solucéo de sulfeto de amoénio 5%. Apoés a revelacado, as laminas foram desidratadas

em concentracdes crescentes de 30ransac (70% a 100%), por fim as laminas foram
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imersas duas vezes no tolueno. ApGs a secagem as laminas foram montadas
utilizando New Entellan® (BROOKE E KAISER, 1970).

As fibras musculares foram classificadas de acordo com a intensidade de
reacao da ATPase, onde a pré-incubacdo em meio acido pH 4,3 permitiu diferenciar
as fibras lentas tipo | (escuras) e rapidas tipo Il (claras), e os dois subtipos das fibras
rapidas, tipo lia (claras) e tipo lib (coloracdo intermediaria), no pH 4,55 (BROOKE e
KAISER, 1970).

Os campos microscopicos foram obtidos através de microscéopio optico
OLYMPUS modelo U-CMAD-2 (objetiva 4X) acoplado a um programa para captacao
de imagens (TV TUNER APPLICATION - TelSignalCompanyLimited, Taiwan). Para
contagem das células foi utilizado o software MENSURIN PRO versdo 3.2 (Jean-
Francois Madre-Amiens, Franca). Todas as fibras foram contadas em cada corte

histologico.

5.8 ANALISE ESTATISTICA

Foi aplicado o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade dos
dados. Para a analise do peso corporal foi realizado o teste ANOVA Two-way
repeated mensures, seguida de Bonferroni’'s Post Test (p<0,05). Os parametros
mastigatorios, consumo alimentar, peso muscular, composicéo de fibras musculares
e medidas da mandibula foram analisados através do teste ANOVA one way. Estas
analises foram seguidas do Tukey’s post test (p<0,05). Os dados foram analisados
através do software SigmaStart® versdo 5.0 e os gréaficos feitos no Prisma® 6.0.0s

dados obtidos estdo apresentados em média e desvio padrdo de média.
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6 RESULTADOS

6.1 PESO CORPORAL

O grupo TG (15,37 + 0,421) apresentou menor peso corporal quando
comparado ao grupo G (15,42 + 0,337) (P=0,026) a partir do oitavo até os 35 dias de
idade (Figura 9). Do 14° ao 35° dia, o grupo TG (23,93 0,659) também apresentou
menor peso corporal comparado ao grupo S (24,89 + 0,460) (P=0,016) (Figura 9).
Por fim, aos 35 dias de vida, o peso corporal do grupo TG (172,65 + 0,751) foi menor
quando comparado também ao grupo TS (173,9 £ 0,746) (P=0,005) (Figura 9).

Na figura 9, observa-se os feitos do L-Triptofano associado ou ndo a glicose
sobre o peso corporal de ratos aos 1, 8, 14, 21 e 35 dias de vida Os animais foram
submetidos a administracdo de salina (n=10), glicose (n=10), L-Triptofano + salina
(n=10) ou L-Triptofano + glicose (n=10) durante a lactacdo. Os dados foram
expressos em Média +tDPM. ANOVA Two-waymedidas repetidas (Triptofano e
Idade). Multiplas comparacdes (Teste de Tukey).# Diferenca entre os grupos G e TG
(P<0,05). ¢ Diferenga entre os grupos S e TG (P<0,05)> Diferenga entre os grupos
TS e TG.(p<0,05),

Figura 9 - Efeitos do L-Triptofano associado ou nao a glicose sobre o peso

corporal de ratos aos 1, 8, 14, 21 e 35 dias de vida
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Fonte: resultados da pesquisa
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6.2 PARAMETROS MOTORES DA MASTIGACAO

6.2.1 Numero de sequéncias mastigatorias

Os animais do grupo TS (12,2 + 0,788) realizaram maior nimero de sequéncias
da mastigacdo que os animais do grupo S (10+1,24) (P=0,015).

Na figura 10, verifica-se os efeitos do L-Triptofano associado ou ndo a glicose
sobre o numero de sequéncias mastigatorias de ratos aos 21 dias de vida. Os
animais foram submetidos a administracdo de salina (n=10), glicose (n=10), L-
Triptofano + salina (n=10) ou L-Triptofano + glicose (n=10) durante a lactacdo. Os
dados foram expressos em Média +DPM. ANOVA One-way. Mdltiplas comparacdes

(Teste de Tukey). * Diferenca entre os grupos S e TS (P<0,05).

Figura 10 - Efeitos do L-Triptofano associado ou ndo a glicose sobre o nimero

de sequéncias mastigatérias de ratos aos 21 dias de vida
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Fonte: resultados da pesquisa.

6.2.2 Duracéo do periodo de inciséo

O periodo de incisdo teve menor duracdo no grupo TS (0,826 + 0,147) em
relacdo ao grupo S (1,005 £ 0,977) (P=0,017).(Figura 11).
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Na figura 11, os efeitos do L-Triptofano associado ou ndo a glicose sobre a
duracdo do periodo de incisdo de ratos aos 21 dias de vida. Os animais foram
submetidos a administracdo de salina (n=10), glicose (n=10), L-Triptofano + salina
(n=10) ou L-Triptofano + glicose (n=10) durante a lactacdo. Os dados foram
expressos em Média tDPM. ANOVA One-way. Mdltiplas comparacdes (Teste de

Tukey). * Diferenca entre os grupos S e TS (P<0,05).

Figura 11 - Efeitos do L-Triptofano associado ou ndo a glicose sobre a

duracdo do periodo de incisao de ratos aos 21 dias de vida.
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Fonte: resultados da pesquisa.

6.2.3 Duracao do periodo de mastigagéao ritmica

O grupo TG (1,99 £ 0,192) apresentou maior duracdo do periodo de
mastigacao ritmica que os animais dos grupos S (1,57 + 1,537)(P=0,001) e do grupo
G (1,61 £ 0,261) (P=0,003), respectivamente (Figura 12).

Observa-se na figura 12, os 12 Efeitos do L-Triptofano associado ou néo a
glicose sobre a duracdo do periodo de mastigacao ritmica de ratos aos 21 dias de
vida. Os animais foram submetidos & administragdo de salina (n=10), glicose (n=10),
L-Triptofano + salina (n=10) ou L-Triptofano + glicose (n=10) durante a lactagéo. Os
dados foram expressos em Média +DPM. ANOVA One-way. Mdltiplas comparacdes
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(Teste de Tukey). ¢ Diferenca entre os grupos S e TG (P<0,05). # Diferenca entre os
grupos G e TG (P>0,05).

Figura 12 - Efeitos do L-Triptofano associado ou ndo a glicose sobre a

duracdo do periodo de mastigagao ritmica de ratos aos 21 dias de vida.
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Fonte: resultados da pesquisa.

6.2.4 Numero de ciclos mastigatérios

Na figura 13 pode ser observado que o grupo TG (7,51 + 0,701) realizou mais
ciclos mastigatérios que o grupo S (6,23 + 0,505) (P<0,027).

Na Figura 13, verificou-se efeitos do L-Triptofano associado ou ndo a glicose
sobre a 0 numero de ciclos mastigatérios de ratos aos 21 dias de vida. Os animais
foram submetidos a administracdo de salina (n=10), glicose (n=10), L-Triptofano +
salina (n=10) ou L-Triptofano + glicose (n=10) durante a lactacdo. Os dados foram
expressos em Média tDPM. ANOVA One-way. Mdltiplas comparacdes (Teste de

Tukey). ¢ Diferenca entre os grupos S e TG (P<0,05).
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Figura 13: Efeitos do L-Triptofano associado ou ndo a glicose sobre a o
namero de ciclos mastigatorios de ratos aos 21 dias de vida
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Fonte: resultados da pesquisa.

6.2.5 Frequéncia mastigatoria

Os grupos S (4,25 + 0,693), G (4,36 = 0,378), TS (4,42 £ 0,605) e TG (3,83 =
0,391) ndo apresentaram diferengas na frequéncia mastigatoria (Figura 14).

Na figura 14, verificou-se os efeitos do L-Triptofano associado ou nédo a
glicose sobre a frequéncia mastigatoria de ratosaos 21 dias de vida. Os animais
foram submetidos a administracdo de salina (n=10), glicose (n=10), L-Triptofano +
salina (n=10) ou L-Triptofano + glicose (n=10) durante a lactacdo. Os dados foram
expressos em Média tDPM. ANOVA One-way. Mdltiplas comparacdes (Teste de
Tukey). ¢ Diferenca entre os grupos S e TG (P<0,05). # Diferenca entre os grupos G
e TG (P>0,05).
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Figura 14 - Efeitos do L-Triptofano associado ou ndo a glicose sobre a frequéncia
mastigatoria de ratosaos 21 dias de vida.
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Fonte: resultados da pesquisa.

6.2.6 Consumo alimentar durante teste da mastigacéo

6.2.6.1 Absoluto

O consumo alimentar durante o teste da mastigacéo foi semelhante entre os
grupos S (0,698 + 0,254), G (0,680 + 0,256), TS (0,532 + 0,333) e TG (0,465 0,245)
(Figura 15).

Na figura 15, observou-se os efeitos do L-Triptofano associado ou n&o a
glicose sobre a 0 consumo alimentar durante o teste da mastigacdo de ratosaos 21
dias de vida. Os animais foram submetidos & administracéo de salina (n=10), glicose
(n=10), L-Triptofano + salina (n=10) ou L-Triptofano + glicose (n=10) durante a
lactacdo. Os dados foram expressos em Média £DPM. ANOVA One-way. Mdltiplas
comparacoes (Teste de Tukey). ¢ Diferenca entre os grupos S e TG (P<0,05). #
Diferenca entre os grupos G e TG (P>0,05).
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Figura 15 - Efeitos do L-Triptofano associado ou ndo a glicose sobre a o

consumo alimentar durante o teste da mastigacéo de ratosaos 21 dias de vida.
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Fonte: resultados da pesquisa.

6.2.6.2 Relativo ao tempo de alimentacao

A figura 16 mostra que ndo houve diferencas entre 0s grupos no consumo
alimentar durante o teste da mastigacéao relativo ao tempo de alimentacéo.

Na figura 16, os efeitos do L-Triptofano associado ou ndo a glicose sobre o
consumo alimentar durante o teste de mastigacao relativo ao tempo de alimentagao
de ratosaos 21 dias de vida. Os animais foram submetidos & administracéo de salina
(n=10), glicose (n=10), L-Triptofano + salina (n=10) ou L- Triptofano + glicose (n=10)
durante a lactagdo. Os dados foram expressos em Média £DPM. ANOVA One-way.
Multiplas comparacbes (Teste de Tukey). ¢ Diferenca entre os grupos S e TG
(P<0,05). # Diferenca entre os grupos G e TG (P>0,05).
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Figura 16: Efeitos do L-Triptofano associado ou ndo a glicose sobre o
consumo alimentar durante o teste de mastigacao relativo ao tempo de

alimentacao de ratosaos 21 dias de vida
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Fonte: resultados da pesquisa.

6.3 PROPRIEDADES MUSCULARES

6.3.1 Peso do feixe superficial do miusculo masseter

O peso do feixe superficial do masculo masseter foi maior nos grupos TS
(0,280 + 0,025)e TG (0,281+0,026) quando comparado ao grupoS (0,243 =+
0,122)(P=0,001) (Figura 17). O grupo TG também apresentoumaior peso muscular
que o grupo G (0,241+0,0098) (P<0,001) (Figura 17).

Figura 17, eEfeitos do L-Triptofano e L- Triptofano associado a glicose sobre
o peso do feixe superficial do musculo masseter em ratos com 35 dias de vida. Os
animais foram submetidos a administracdo de salina (n=10), glicose (n=10), L-
Triptofano + salina (n=10) ou L-Triptofano + glicose (n=10) durante a lactacéo
(ANOVA One-way). Os dados foram expressos em Média +DPM. Mudltiplas
comparagoes (Tukey’s post test). * Diferenga entre os grupos S e TS. ® Diferenga
entre os grupos S e TG. # Diferenca entre os grupos G e TG (P<0,05).



40

Figura 17, efeitos do L-Triptofano e L- Triptofano associado a glicose sobre o peso

do feixe superficial do musculo masseter em ratos com 35 dias de vida
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Fonte: resultados da pesquisa.

6.3.2 Peso do feixe superficial do musculo masseter relativo ao peso
corporal

Ao relativizar o peso do feixe superficial do musculo masseter ao peso
corporal dos animais, também observamos um aumento no grupo TS (0,001479 +
0,00014) e TG (0,001628+ 0,000154) ao compararmos com os grupos S (0,001395 +
0,00007) (P<0,001) e G (0,0013+ 0,00018) (P=0,001), respectivamente (Figura 18).

Figura 18, efeitos do L-Triptofano e L- Triptofano associado a glicose sobre o
peso do feixe superficial do musculo masseter relativo ao peso corporalem ratos com
35 dias de vida. Os animais foram submetidos a administracdo de salina (n=10),
glicose (n=10), L-Triptofano + salina (n=10) ou L- Triptofano + glicose (n=10) durante
a lactacdo (ANOVA One-way). Os dados foram expressos em Meédia +DPM.
Multiplas comparagbes (Tukey’s post test). * Diferenga entre os grupos S e TS. @
Diferenca entre os grupos S e TG. # Diferenca entre os grupos G e TG (P<0,05).
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Figura 18: Efeitos do L-Triptofano e L- Triptofano associado a glicose sobre o
peso do feixe superficial do musculo masseter relativo ao peso corporalem ratos
com 35 dias de vida
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Fonte: resultados da pesquisa.

6.3.3 Distribuicado das fibras do feixe superficial do musculo masseter

O grupo TS(Fibra lIA: 64,4 + 0,9542; Fibra tipo IIB: 34,1 + 0,668) apresentou
menor proporcdo de fibras do tipo IIA e aumento da proporcéo de fibras lIBem
relacdo ao grupo S (Fibra IIA: 65,7 = 0,900; Fibra tipo IIB: 32,2 + 0,82) (P<0,001). O
grupo TG (Fibra IlA: 63,3 £ 0,846; Fibra tipo 11B: 35,618 + 0,557)também apresentou
menor quantidade de fibras do tipo IIA e maior propor¢céo de fibras IIB, quando
comparado ao grupo G (Fibra lIA: 65,54 + 1,158; Fibra tipo 1IB: 33,7 + 0,856)
(P<0,001) e ao grupo S (Fibra IIA: 65,7 = 0,900; Fibra tipo 1IB: 32,2 =+
0,82) (P<0,001).

Na Figura 1, os efeitos do L-Triptofano associado ou ndo a glicose sobre a
distribuicdo de fibras do masculo masseter de ratos aos 35 dias de vida. Os animais
foram submetidos a administracdo de salina (n=10), glicose (n=10), L-Triptofano +
salina (n=10) ou L-Triptofano + glicose (n=10) durante a lactacdo. Os dados foram
expressos em Média tDPM. ANOVA One-way. Mdultiplas comparacdes (Teste de
Tukey). * Diferenca entre os grupos S e TS. ® Diferenca entre os grupos S e TG. #
Diferenca entre os grupos G e TG (P<0,05).
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Figura 19 - Efeitos do L-Triptofano associado ou ndo a glicose sobre a
distribuicdo de fibras do musculo masseter de ratos aos 35 dias de vida.
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Fonte: resultados da pesquisa.

6.4 DIMENSOES MANDIBULARES

N&ao foram observadas diferencas nas medidas da base, altura e area da
mandibula entre os grupos S (Base: 25,01 £ 0,510; altura:9,27 + 0,22; area: 243,98 +
8,83), G (Base: 25,46 = 0,41, altura: 9,46 + 0,07; area: 241,11 + 4,44), TS (Base:
25,71 £ 0,13; altura: 9,48 = 0,10; area: 243,81 + 3,02) e TG (Base: 25,15 + 0,33;
altura: 9,50 + 0,07; area: 238,88 * 3,43).

Na tabela 2, os efeitos do L-Triptofano associado ou ndo a glicose sobre as
dimensdes mandibulares de ratosaos 35 dias de vida. Os animais foram submetidos
a administracdo de salina (n=10), glicose (n=10), L-Triptofano + salina (n=10) ou L-
Triptofano + glicose (n=10) durante a lactacdo. Os dados foram expressos em Média
+DPM. ANOVA One-way. Mdltiplas comparacoes (Teste de Tukey). ¢ Diferenca
entre os grupos S e TG (P<0,05). # Diferenca entre os grupos G e TG (P>0,05).
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Tabela 2 - Efeitos do L-Triptofano associado ou ndo a glicose sobre as dimensdes

mandibulares de ratosaos 35 dias de vida.

S G TS TG
Base (cm) 25,01+0,51 25,46+0,41 25,71+0,13 25,15+0,33
Altura (cm) 9,27+0,22 9,46+0,07 9,48+0,10 9,500,07
Area (cm?) 233,98+8,83 241,11+4,44 243,81+3,02 238,88+3,4

3
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7 DISCUSSAO

No presente estudo, hipotetizamos que a administracdo neonatal ao L-
triptofano, associado ou ndo a glicose, melhora a eficiéncia mastigatéria em ratos
jovens. Para responder esta hipétese, analisamos os efeitos do L-triptofano
adicionado ou nédo de glicose sobre os parametros motores da fungcdo mastigatoria,
0 peso e fendtipo das fibras musculares do feixe superficial do musculo masseter e
as dimensfes mandibulares.Trata-se de um estudo pioneiro, pois ndo ha relatos na
literatura que descrevam os efeitos da administracdo de L-Triptofano isolado ou
associado a glicose sobre a eficiéncia da mastigacdo. Os resultados obtidos
permitiram avaliar as consequéncias da manipulacdo do sistema serotoninérgico
sobre a eficiéncia mastigatoria, que € essencial para uma nutricdo adequada e

manutencao da salude em geral.

Estudos tém mostrado que tratamento com triptofano é capaz de provocar
alteracdes no sistema serotoninérgico (FERNSTROM; WURTMAN, 1971b; HENRY
et al., 1992; ESTEBAN et al., 2004; MATEOS et al., 2009). Fernstrom e Wurtman
(1971b) administraram diferentes doses de L-triptofano em ratos adultos e
observaram aumento da serotonina proporcional as doses de L-triptofano
administrada. Henry e colaboradores (1992) observaram aumento hipotalamico da 5-
HT mediante suplementacao dietética de 4% de triptofano em porcos. Esteban e
cols. (2004) administraram por via oral 300mg/kg de triptofano por 5 dias e
observaram aumento dos niveis cerebrais de serotonina e maior atividade da
triptofano hidroxilase. Em outro estudo, foram administrados durante 7 dias
125mg/Kg de triptofano por via oral e também foi detectado aumento da serotonina
(MATEOS et al., 2009).

Ademais, a associacdo entre administracdo de triptofano e glicose facilita a
conversdo do triptofano em serotonina (FERNSTROM; WURTMAN, 1971a).
Segundo Fernstrom (2015),picos de insulina podem diminuir as concentragbes
séricas dos aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA), que competem com o
triptofano pelo transportador na barreira hematoencefalica. Ao suplementar glicose
para atletas de endurance, Davis e colaboradores (1992) observaram diminui¢cdo do
BCAA sérico durante o pico de insulina, mas ao fim do exercicio estes niveis se

normalizaram.
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Fernstrom e Wurtman (1971b) observaram aumento de 40% do triptofano
plasmatico e cerebral de ratos adultos ap6s 2h de administracdo de insulina ou de
exposicao a dieta rica em carboidratos. Com base nestes estudos, acreditamos que
a administracdo de L-triptofano e L-triptofano associado a glicose aumenta a

concentracéo de triptofano cerebral, favorecendo a sintese de 5-HT.

No presente estudo, animais tratados com L-Triptofano isolado e associado a
glicose apresentaram menor peso corporal.Nossos achados corroboram com Ayaso
e colaboradores (2014), que também observaram reducdo do peso corporal em
animais suplementados com triptofano. Por sua vez, Carvalho—Santos e
colaboradores (2010), ndo observaram diferencas no peso corporal de animais
nutridos tratados com 50mg/Kg de L-triptofano por 14 dias.Esta discrepancia pode
ser devida ao menor tempo de tratamento e menor dose administrada por estes
autores. O “leanphenotype” é observado em ratos jovens e adultos em varios
estudos apdés manipulacdo neonatal do sistema serotoninérgico (GALINDO et al,
2015; PINHEIRO et al., 2017a). O papel desempenhado pela 5-HT na modulacéao da
ingestao alimentar e da saciedade é bem conhecido (CARLINI et al., 2007). Assim, a
manipulacdo farmacolégica do sistema serotoninérgico reduz o consumo alimentar e
contribui para perda de peso (HALFORD et al., 2007). Ingestéo alimentar reduzida e
perda de peso significativa foram observadas em ratos ap6s manipulacédo
serotoninérgica com ISRS (BARRETO-MEDEIROS, et al, 2002; CARLINI et al.,
2007). Associado a isso, a manipulacdo serotoninérgica neonatal parece induzir
adaptacdes metabolicas que favorecem o gasto energético. A manipulacdo neonatal
do sistema serotoninérgico promoveu manutencéo tardia do fenétipo magro, mesmo
mediante exposicdo a dieta hipercalérica (GALINDO et al.,, 2015). Kummet e
colaboradores (2012) associaram a ISRS a um estado hipermetabdlico, com baixo
peso corporal associado a alta ingestdo caldrica e aumento do VO2max. O peso
corporal também pode ser influenciado pela mastigacdo (ZHU; HOLLIS, 2015;
SAKATA et al., 2013; MELANSON et al., 2017; MASAKI et al., 2001). Na literatura,
autores descrevem que o aumento do numero de ciclos mastigatorios antes de
engolir tem efeito sobre o peso corporal (ZHU; HOLLIS, 2015; SAKATA et al., 2013).
Segundo Douglas (2002), a movimentacdo dos musculos orofaciais envolvidos
nesse processo gera uma resposta mais rapida ao estimulo da saciedade.

Corroborando com essa ideia, um estudo com humanos observou menor tamanho
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das refeicbes em pessoas que mastigaram chiclete antes das refeigbes
(MELANSON et al., 2017). Zhu e Hollis (2015) observaram relacao inversamente
proporcional entre 0 numero de ciclos mastigatorios e o IMC. Sakata et al. (2003)
em um estudo com ratos, verificaram que a mastigacao altera a ativacdo do ndcleo
sensorial do nervo trigémeo, modificando a sensacdo de saciedade através da
liberacdo de histamina.A histamina age no hipotdlamo e além de reduzir a ingestao
alimentar, diminui a adiposidade abdominal e melhora a resposta a leptina (MASAKI
et al., 2001). Com base nestes estudos, acreditamos que a reducdo do peso
corporal dos animais tratados com L-triptofano associado ou néo a glicose pode ser
causada pelo aumento da 5-HT bem como ser reflexo do padrdo de mastigacao

realizado por estes animais.

Observamos que o0s animais tratados com L-Triptofano associado a glicose
tiveram maior nimero de ciclos mastigatérios e maior duracdo do periodo de
mastigacao ritmica, sem diferencas sobre o consumo alimentar durante o teste da
mastigacdo. Segundo Van der Bilt e Abbink (2017), alimentos duros (como a ragao
oferecida aos animais neste estudo) necessitam de maior nimero de sequéncias e
ciclos mastigatoérios para que sua trituracdo seja adequada e eficiente. O tempo de
mastigacao, aqui representado pelo periodo de mastigacao ritmica, também deve
ser maior quando o alimento tem textura mais solida (KORFAGE et al., 2005). Desse
modo, levando em consideracdo a consisténcia da refeicdo dos animais,estes
achados podem ser indicativos de aumento da eficiéncia mastigatoria por acdo do
triptofano. Um possivel fator associado a melhora da eficiéncia mastigatoria
mediante administracdo de triptofano seria 0 aumento da producdo de serotonina
pelo precursor triptofano, visto que esta monoamina otimiza a despolarizagdo e
potencial de disparo nos neurbnios trigeminais além de regular os movimentos
ritmicos de abertura e fechamento da mandibula (DELLOW; LUND, 1971; RIBEIRO-

DO-VALLE, 1997).

N&o foram encontrados na literatura estudos envolvendo o tratamento com L-
triptofano e/ou glicose e a eficiéncia mastigatoria. Contudo, as consequéncias da
manipulacdo do sistema serotoninérgico através da desnutricdo perinatal sobre a
eficiéncia mastigatoria foram analisadas (FERRAZ-PEREIRA et al., 2015; LACERDA
et al., 2017). De acordo com Pinheiro (2017a), a desnutricdo no periodo critico de
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desenvolvimento provoca mudancas estruturais e funcionais no SNC, sobretudo no
sistema serotoninérgico. A exposi¢cdo perinatal a dieta hipoproteica aumenta a
disponibilidade cerebral de triptofano na vida adulta, resultando em aumento da
producdo de 5HT (MANJARREZ, 1994; MARTIMINIANO et al., 2017). Este fendtipo
em longo prazo é uma adaptacdo ao insulto nutricional no periodo critico
(MANJARREZ, 1994), visto que a desnutricdo protéica perinatal reduz os niveis de
Triptofano na placenta e no cérebro dos embrides (MARTIMINIANO et al., 2017).
Ferraz-Pereira e colaboradores (2017) observaram reducédo dos ciclos mastigatorios
em animais submetidos a desnutricdo neonatal (modelo experimental que causa
aumento da serotonina cerebral). Lacerda e colaboradores (2017), também
encontraram reducao do numero de ciclos mastigatérios em ratos desnutridos. Essa
baixa disponibilidade de triptofano no periodo critico, observada em ratos
desnutridos, pode ter relacdo com a reducdo da eficiéncia mastigatoria citada nos
estudos utilizando esse modelo.

Os animais tratados com L-Triptofano, associado ou ndo a glicose,
apresentaram aumento do peso do feixe superficial do musculo masseter.
Acreditamos que esta adaptacdo muscular pode ser justificada por uma maior
demanda de forga muscular, dado o fato dos animais tratados com L-Triptofano
realizarem maior numero de ciclos mastigatorios. Esta afirmativa € sustentada pelo
trabalho de Guimardes e colaboradores (2013), que associaram positivamente o
tamanho do masseter e densidade das fibras musculares com a forca de mordida,
outro parametro bastante estudado para avaliar a eficiéncia mastigatéria. Aléem do
mais, no tocante a distribuicdo dos tipos de fibras musculares no feixe superficial do
musculo masseter, 0s grupos tratados com L-Triptofano associado ou néo a glicose
apresentaram diminuigdo da proporcéo de fibras tipo lla e aumento da distribuicdo
de fibras tipo llb quando comparados a seus respectivos controles. Estes achados
em associacdo com os resultados do teste dos parametros motores da mastigacao
séo sugestivos de adaptacao fenotipica muscular nos animais dos grupos TS e TG.
Segundo Yamane (2005), o fenétipo das fibras musculares sé é estabelecido ap6s a
mudanca do padrdo motor de ingestdo alimentar de sucg¢do para mastigacao,
guando as demandas de for¢ca muscular se alteram. Além disso, tendo em vista a
funcdo muscular, estudos tém reportado que o tipo de fibras muscular predominante

em um musculo depende da fungdo e quantidade de forca exigida por este (SANO et
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al., 2007). No caso do musculo masseter, este € um dos principais musculos de
controle dos movimentos mandibulares (CASTROGIOVANI et al., 2013). Para a
realizacdo dos ciclos mastigatérios sdo necessarios movimentos rapidos e vigorosos
de elevacdo da mandibula (DOUGLAS, 2002). Assim, o0 maior numero de ciclos
mastigatorios e periodo de mastigacdo ritmica observados no presente estudo
exercem maior demanda sobre o masseter. Logo, 0 aumento da proporcéo de fibras
lIb é justificado pela maior demanda de forca no muasculo masseter, uma vez que
esta isoforma de miosina tem caracteristica de contracdo rapida e vigorosa
(DOUGLAS, 2002).

Em relacdo as dimensdes mandibulares, ndo observamos diferencas nas
medidas da base, altura e area mandibular. Tais resultados podem ser
consequéncia da realizacdo de manipulacdo serotoninérgica somente na lactacao.
Sabe-se que €é no periodo gestacional ocorrem 0s principais eventos de
diferenciacdo do tecido 6sseo e desenvolvimento craniofacial mediados pela 5HT
(ALIPPI et al., 2002; MOISEIWITSCH, 2000; LAUDER, 1997). Nascimento e
colaboradores (2010), ao administrar cloridrato de fluoxetina em ratos na lactacao,
também nao observaram diferencas na ontogénese da articulagdo temporo
mandibular (ATM) dos animais. Na literatura também ndo foram encontrados
estudos avaliando as medidas das dimensdes da mandibula mediante a
administracdo neonatal com L-triptofano, destacando mais uma vez o carater
inovador deste estudo. Contudo, estudos analisando o papel da serotonina na
morfogénese do tecido 0sseo foram realizados; alguns mostrando um estimulagéao
da formacao Ossea pela 5HT (WESTBROEK et al., 2001; BLIZIOTES et al., 2006;
GUSTAFSSON et al., 2006), outros, um efeito inibitério e reducdo da massa 0ssea
(YADAV et al., 2008). Apesar destas divergéncias, sabe-se que outros metabdlitos
do triptofano (como a triptofano hidroxilase e os metabdlitos das quinureninas)
também parecem desempenhar papel importante na regulagdo do metabolismo
0sseo (MICHALOWSKA et al., 2015). Favorecendo o correto desenvolvimento deste
tecido (LAVOIE et al., 2017; MICHALOWSKA et al., 2015).

Em resumo, animais tratados com L-Triptofano em associacdo a glicose
apresentaram maior eficiéncia mastigatoria que os grupos controle. Nestes animais
foi observado um tempo maior de alimentagcdo e maior quantidade de ciclos

mastigatorios, indicativos de uma trituragdo mais adequada (VAN DER BILT;
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ABBINK, 2017). Os animais tratados somente com L-triptofano, também tiveram sua
eficiéncia mastigatéria melhorada, porém de forma mais sutil. Corroborando com
esses achados, observou-se maior peso do feixe superficial do misculo masseter e
maior proporcao de fibras tipo Ilb (de contracdo rapida e vigorosa) nos animais
tratados com L-triptofano associado ou ndo a glicose. Estes achados mostram a
adaptacdo muscular que permite a estes animais mastigar de forma mais eficiente.
Além disso, o0 menor peso corporal encontrado nos animais mediante tratamento
com L-triptofano associado ou ndo a glicose, também pode ser resultado de uma
mastigacdo mais eficiente e prolongada (ZHU, 2015). Com base nesses achados,
confirmamos a hipétese de que o tratamento neonatal com L-triptofano associado ou

nao a glicose melhora a eficiéncia mastigatoria em ratos jovens.
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8 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A andlise dos resultados desta dissertacdo permite as seguintes conclusoées:

o O tratamento neonatal com L-triptofano, isolado e associado a
glicose, melhorou a eficiéncia mastigatoria dos animais aos 21 de vida;
o A associacéo entre glicose e L-triptofano causou perda ponderal
maior e mais precoce que a administracdo isolada de L-Triptofano;
. O L-triptofano diluido em solucéo salina ou glicosada foi capaz de
acelerar o processo de maturacao no feixe superficial do musculo
masseter;

Como perspectivas, propde-se:

. Dar continuidade a linha de pesquisa, utilizando o tratamento com
L- Triptofano e glicose;

o Analisar os efeitos destes tratamentos no comportamento e
consumo alimentar;

o Quantificar as concentragdes de SHT cerebral mediante
administracdo neonatal do L-Triptofano isoladamente ou associado
aglicose;

. Avaliar a atividade eletromiografica dos musculos mastigatorios;

) Quantificar a densidade 6ssea da mandibula;
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