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RESUMO



Introducao: A mastigacdo € uma atividade sincrénica entre os musculos da
mastigacdo e articulacdo temporomandibular (ATM). A perda de dentes é um
importante fator que contribui para as disfungcdées do Sistema Estomatognatico e
consequentes danos aos musculos mastigadores. Considerando 0s poucos
trabalhos sobre 0 assunto, a necessidade de maior compreensao e detalhamento
quanto as alteracdes das fibras desta musculatura, especialmente na disfuncao
pela perda dentaria, este estudo teve como objetivos: investigar as alteracdes
morfolégicas e ultraestruturais do musculo Pterigoideo Medial (PTM) e Masseter,
além de analisar o invélucro fibroconjuntivo desses musculos, pds exodontia,
através de um modelo experimental. Material e Métodos: Foram utilizados ratos
Wistar, adultos, machos, com peso médio de 220g, sendo 24 ratos para
microscopia de luz (ML) e 12 para microscopia eletrénica de transmissao (MET),
contendo 5 animais experimentais e trés controles por grupo para ML e 3 ratos
para MET, com 1 controle por grupo. Foram divididos em trés grupos
experimentais: Gl -15, GII-30 e GllI-60 dias, p6s exodontia de molares inferiores
esquerdos. Sob microscopia de luz foram realizados estudos morfométricos e a
analise das fibras coladgenas desses musculos, utilizando-se da técnica de
picro-sirius e luz polarizada. A analise morfométrica baseou-se na medida da area
das fibras, em cortes transversais, corados pelo H&E (40x.objetiva),
com programa digital (software AXION-vision). Realizadas 240 medidas por
animal/total de 1200 por grupo experimental e 200 medidas por animal/total de
600 por grupo controle. Também foram observadas, qualitativamente, alteragbes
ultraestruturais dos filamentos de proteina constituintes das miofibrilas destes
musculos, ipsilateral as exodontias. Teste ANOVA foi aplicado para a analise dos
dados, com nivel de significancia p<0,05. Resultados: A morfometria da area das
fibras do musculo PTM, mostrou reducéo significante, nos animais submetidos a
exodontia, tanto ipsi quanto contralateral. Nao foram detectadas diferencas quanto
aos quesitos interagdo entre lados direito e esquerdo e grupos (Gl, Il e I,
nem quando se comparou os lados entre si. Diferencas foram notadas quando se
comparou o0 grupo experimental, nos distintos periodos evolutivos,

detectando-se aumento progressivo das areas das fibras, sendo a média maior no
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Grupo Glll. Apesar do crescimento progressivo da area das fibras, elas nao se
tornam hipertroficas nesse estagio avaliatério, uma vez que, a média dos valores
obtidos foi semelhante a do grupo controle. As fibras do musculo PTM parecem
adaptar-se as mudancas. Nenhuma diferenca foi detectada quanto a anadlise
morfométrica do musculo Masseter. Ultraestruturalmente observou-se assimetria e
desorganizagdo da linha Z e banda |, apenas no grupo experimental Gll,
do musculo PTM. A analise das fibras colagenas mostrou que os fasciculos
musculares sdo revestidos por uma delicada rede de fibras colagenas do tipo | e
do tipo Ill, com predominio deste ultimo (fibras reticulares), nos Masseteres,
nos diferentes periodos evolutivos. Conclusao: A disfuncao temporomandibular,
promovida pela exodontia unilateral de molares inferiores em ratos, pode levar a
alteracées morfométricas ipsi e contralaterais, com reducdo de areas de fibras,
particularmente no PTM. Entretanto as fibras musculares parecem se adaptar as
novas condi¢des, ao longo do experimento. A linha Z e banda | sdo as mais
sensiveis a essa disfungcao, no musculo PTM, contudo efémera, uma vez que foi
observada apenas no grupo Gll. O musculo PTM mostrou-se mais vulneravel,
provavelmente pelas suas caracteristicas funcionais proprias e maior participacéao
na dinamica dos movimentos mastigatérios, comparadas as do Masseter.
O tecido fibroconjuntivo desses musculos parece nao ser afetado nesse
procedimento.

Palavras-chave: Fibra muscular esquelética; Fibra colagena; Mdusculos
mastigadores; Musculo Pterigbideo Medial; Musculo Masseter;
Alteracdo oclusal; Articulacdo temporomandibular; Desordens
da articulacdo temporomandibular; Morfometria e Microscopia

eletrbnica de transmissao.

Resumo
Xi



ABSTRACT



Introduction: The loss of dental elements is an important factor in stomatognathic
system dysfunctions and consequential damage to the masticatory muscles.
Considering the few works on this subject, and the necessity for beater understand
the consequences of this injury on the masticatory muscles, this study had the
following objectives: to analyze the morphometric and ultrastructural changes of
the pterygoid medial muscle (PTM) and Masseter, and to evaluate the
fibroconective tissue of these muscles, under occlusal defects, induced by
unilateral  left ~molar extraction, using an  experimental model.
Material and methods: Thirty-six male Wister rats were used (average weight,
220g), 24 for light microscopy study (LM) and 12 for transmission electron
microscopy study (TEM), divided into three experimental groups, according to the
following periods: (Gl-15; GlI-30 and GllI-60 days), containing 5 animals each for
LM and 3 for TEM. Each group had 3 control animals for LM, and one animal for
TEM study, for each evolutionary period. The analysis of collagen fibers of these
muscles, was used the picro-sirius technique, under polarized light microscopy.
The morphometric analysis was based on measurement of area of fibers,
in cross sections, stained by H&E (40x objective), using a digital program
(AXION software-vision). Two hundred and forty measures were done per animal,
(1200 total) of experimental group and 200 measures per animal (600 total)
for control group. The protein filaments (constituents of myofibrils) of these muscles
were also observed, ipsilateral to tooth extractions. The results were statistically
compared using ANOVA test with significance level p<0.05. Results: There was a
reduction of area of PTM of animals undergoing tooth extraction, both ipsi as
contralateral. Both sides were similar when compared with each other,
as assessed in the various evaluative periods. Differences were observed in the
fiber area, especially in the first group and these showed progressive increase,
reaching their highest average in Glll. Despite the progressive growth of the fibers
area, they do not become hypertrophic on the third stage, since the average of the
values obtained was similar to the control group. Muscle fibers PTM seem to adapt
to changes. No difference was detected on the Masseter muscle by morphometric
analysis. The ultrastructure showed asymmetry and disorganization of the Z and |
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bands in the PTM of Gll. A delicate network of collagen fibers (types | and Ill) were
found coating the muscle fascicles with a predominance of the reticular fibers
(type 1ll) only in Masseteres. Conclusions: Temporomandibular joint dysfunction,
promoted by unilateral, inferior molar extraction can induce ipsi and contralateral
morphometric changes, particularly of PTM, with reduction of the fiber area.
However, these fibers seem to adapt to these conditions throughout the
experiment. Z and | bands are the most sensitive structures to this dysfunction in
PTM muscle, however these effects are transitory, since it was observed only in the
Gll group. The muscle PTM proved to be more vulnerable, probably for its own
functional features and greater participation in masticatory fuction, compared to
Masseter. The fibroconective tissue, of these muscles, does not seem to be
affected in this procedure.

Key words: Skeletal muscle fiber; Collagen fiber; Chewing muscles; Medial
Pterygoid Muscle; Masseter Muscle; Occlusal damage;
Temporomandibular joint; Temporomandibular joint disorders;
Morphometry and Transmission Electron Microscopy.
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A atividade mastigatoria estd fortemente associada a articulagéo
temporomandibular (ATM) e aos musculos da mastigacdo. A maioria das
desordens temporomandibulares (DTMs), tem como fatores predisponentes ou
coadjuvantes, alteracdes a nivel oclusal, as quais tém sido apontadas como
responsaveis pelo comprometimento dos musculos mastigadores. A posicéao
fisiolégica postural mandibular € mantida pelos musculos elevadores da mandibula
contra a acdo da gravidade, enfatizando a acdo dos musculos Masseteres,
Pterigbideos Mediais e Temporais.

Segundo Dawson'”, as alteragdes oclusais na denticio humana,
podem acarretar sintomatologia dolorosa, devido ao acumulo de toxinas
resultantes da acumulacdo de produtos do metabolismo celular, particularmente
dos resultantes da hidrélise do ATP (ADP, AMP, IMP, Pi, ambnia), a perda da
homeostasia do ion Ca2+, o papel da cinética de alguns ions nos meios intra e
extracelulares nomeadamente o K+, Na+, Cl-, Mg+, no interior das fibras

musculares dos musculos mastigadores.

Yemm®, em pesquisa com musculos mastigadores humanos,
acrescenta que a idade, a postura da cabeca, a perda de dentes,
dispositivos intra-orais, exercicios fisicos, tensdo emocional, postura dos labios,
sono e drogas, sdo fatores que alteram a posicdo de repouso da mandibula.
O comprimento ao qual o musculo fisiologicamente se adapta é aquele ocupado
por ele na maior parte do tempo; assim na presenca de mudancas no
posicionamento mandibular, ocorrem alteracées no comprimento das fibras dos

musculos que participam da mastigagao.

Hoppeler e Fluck® estudaram musculos esqueléticos humanos,
provenientes de bidpsias e verificaram que estes tém a sua forma e funcgao
alterada em resposta a diversos estimulos que modificam a atividade contratil
(exercicio, estimulacao elétrica, desnervacéo), carga imposta sobre os musculos
(exercicio com sobrecarga, microgravidade) suprimento de substratos

(intervengdes nutricionais) ou fatores externos como hip6xia e estresse térmico.

Introducdo e Antecedentes da Literatura
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Provavelmente pela reprogramacao nuclear que as fibras esqueléticas possuem,
determinando plasticidade as mesmas.

Cao et al.”, investigaram as alteracdes histoldgicas do musculo
Masseter, concluiram que nas interferéncias oclusais, a dor muscular
experimentalmente induzida, esta associada a sensibilizacdo periférica dos

neurdnios nociceptivos, ao invés de lesdo muscular e inflamacao.

Eriksson e Thornell®, estudaram os tipos de fibras do musculo
Masseter e PTM humanos, relatam que no Masseter ha predominio de fibras do
tipo I, € no PTM predominio de fibras do tipo | na parte anterior e tipo Il na parte

posterior do musculo.

Os musculos PTM e Masseter atuam sinergicamente para elevar a
mandibula e contribuem para a protrusdo da mesma. Na atividade mastigatéria ha
uma sincronia entre os musculos mastigadores e a ATM, como relataram lyomasa
et al.®”) que investigaram os efeitos ultraestruturais e histolégicos sobre o musculo
PTM de gerbis nas alteracbes oclusais induzidas por exodontia unilateral.
Estes estudos mostraram, através de dados micrograficos, que a extracado
unilateral de dentes foi capaz de induzir modificacées nas fibras e capilares do
musculo PTM. As alterac6es histologicas foram encontradas no lado ipsilateral do
grupo experimental, com uma localizagdo central do nucleo e aspecto
degenerativo das fibras, geralmente perto da aponeurose interna. Os diametros
das fibras pareciam reduzidos e os fusos neuromusculares foram localizados perto

da aponeurose interna, com aparéncia modificada.

Revisdo bibliografica realizada por Liu et al® quanto ao
comprometimento do sistema estomatognatico por traumas oclusais,
concluiu que estes causam efeitos deletérios sobre varios 6rgaos do referido
sistema, tais como tecido pulpar, tecido periodontal, ATM e musculos
mastigadores, tanto em estudos clinicos como em modelos experimentais.
Miehe et al.®), analisaram as alteragdes dos musculos Masseter e PTM,

de ratos wistar machos, apbs exodontia bilateral dos dentes molares,
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submetidos a dieta pastosa e concluiram que esses musculos mastigatérios

adaptam-se as novas condicbes experimentais.

Tsai et al."%, observaram que apés a injecdo de toxina botulinica do tipo
A, houve redugcdo do tamanho da fibra muscular dos muasculos Masseter e
Temporal de ratos wistar, apés a reducdo da funcdo mastigatéria. Sciote et al.",
avaliaram amostras do musculo Masseter humano em pacientes com alteracbes
oclusais, pdés osteotomia mandibular, concluiram que as propriedades das fibras
mostraram alteracbes somente quanto a ma oclusao vertical. As propriedades dos
tipos de fibras estdo intimamente associadas com variagdes no crescimento
vertical da face. O aumento de fibra do tipo Il e da area da fibra muscular é

inversamente proporcional ao aumento da dimensao vertical da face.

Cvetko e Erzen® estudaram as alteragbes das fibras MYHC
(miosina pesada) do musculo Masseter humano, até vinte e quatro horas
pds-mortem. Formaram dois grupos: um grupo com protese total, e o outro grupo
de dentados, com pelo menos vinte e quatro dentes e tendo uma relagao
maxilomandibular normal. Observaram que nao houve diferenca de fibras nos
portadores de prétese total e nos dentados. Bakke!"™®, em uma revisao de literatura
constatou que apesar das diferencas de origem embrioldgica,
organizacao nervosa central, e distribuicdo das fibras musculares, a fisiologia e a
acao dos musculos elevadores da mandibula sdo comparaveis aos dos musculos
esqueléticos de outras partes do corpo humano. A pesquisa clinica comparando a
extensdo do contato oclusal em pacientes, bem como estudos epidemiol6gicos
tém demonstrado que apoio oclusal reduzido, pode ser um fator de risco para o
desenvolvimento de disturbios craniomandibulares. A extensao do contato oclusal
afeta claramente a atividade elétrica muscular, forca de mordida, os movimentos
mandibulares e eficiéncia mastigatéria. A estabilidade oclusal mantém os
musculos em forma, e permite que o sistema mastigatério possa atender as suas

exigéncias.
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Varios fatores podem levar a desarmonia oclusal, tais como:
perda dentaria®; Benigno et al.'"”; Bazan et al."®, contato prematuro na oclusdo
dentaria'¥; utilizacdo de aparelhos ortoddnticos e préteses dentarias!'® desgaste
ou abrasdo de face oclusal de dentes, Bani et al.'®; Santiwong et al.'”.
Neste ultimo estudo, os autores promoveram desgaste oclusal, através de modelo
animal e constataram alteragcdes nos fusos das juncbes neuromusculares do

musculo Masseter.

Raros estudos discutem os efeitos da desarmonia oclusal no sistema
estomatognatico humano!""'¥; Korfage et al."®; Benigno et al.'¥, estudaram as
alterac6es da zona bilaminar da ATM, em adultos jovens e idosos, verificando as
alteracoes das fibras colagenas e elasticas nos diferentes grupos etérios,
onde observaram alteracbes morfolégicas das fibras colagenas no grupo de
idosos. Korfage et al."®, em revisdo bibliogréfica, descreveu a composicao dos
tipos de fibras dos musculos da mandibula humana, observando que a grande
variedade dos tipos de fibras dos musculos mastigadores é o que provavelmente
lhes fornega a grande capacidade adaptativa nos diferentes movimentos e

alterac6es da posicao da mandibula.

Modelos animais tém sido estimulados em decorréncia das limitacoes

dos experimentos em humanos.

Estudos tém sido realizados com distintos modelos animais e sob
diversos aspectos quanto aos achados macroscopicos, microscépicos e
ultraestruturais dos musculos mastigadores. Bani et al.!"®), avaliaram as alteracdes
dos musculos mastigadores de ratos, apds inducao de alteracdes oclusais com
amputacao de cuspides de molares unilaterais. Os tecidos musculares foram
analisados sob microscopia de luz, eletrbnica de varredura e morfometria.
Os resultados mostraram que as alteracdes oclusais causaram constriccdo dos
vasos, danos morfolégicos as fibras musculares e capilares sanguineos;
0os musculos também mostraram fadiga e isquemia. As alteracbes musculares
mais severas ocorreram nos musculos submetidos a injuria por um maior espaco

de tempo e os musculos contra laterais apresentaram alteragdes leves e
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reversiveis com o tempo, possivelmente devido a resposta adaptativa.
Tsai et al."%, avaliaram com imuno-histoquimica, as fibras do misculo Masseter e
Temporal de ratos wistar apos injecao de toxina botulinica. Verificaram diminuicao
do tamanho das fibras do Masseter e predominancia do tipo lla, pela reducao da
funcdo mastigatéria. lyomasa et al.®” com estudos em gerbil, mostraram apés
injecdo de latex nos vasos do pescoco e cabeca, que a irrigagdo do PTM é feita
pela artéria Carétida Externa. Hong e Chul"® | analisaram o musculo Masseter de
coelho, apés osteotomia do &ngulo da mandibula. Verificaram uma diminuicao na
area média das fibras do musculo nas primeiras quatro semanas, e adaptacéao
funcional das mesmas, seis semanas depois. Bazan et al.!"®, induziram alteracées
oclusais em cobaias, demostraram alteracbes histologicas, ultraestruturais e
histoquimicas no musculo Masseter e Pterigbideo Medial, apdés exodontia de
molares superiores. Relatam que estes achados indicam ser o PTM um musculo
com uma capacidade complexa de adaptar-se morfolégica e funcionalmente as
alteracdes a alteragdo oclusal. Miehe et al.®, avaliaram os efeitos da exodontia
unilateral de molares em ratos wistar, nos musculos mastigadores e observaram
que ocorre adaptacdo muscular. Macroscopicamente analisaram as adaptacdes
pela reducao do peso dos musculos, microscopicamente avaliaram as alteracoes
através de imuno-histoquimica, observaram a predominancia de fibras por fibras
do tipo IIb. Easton e Car®®® estudaram as alteracdes funcionais da parte superficial
do Masseter e do musculo Pterigoideo Lateral em ratos, apds inducdo de
protrusdo da mandibula. Concluiram que a area das fibras do tipo Il diminuem e as
das fibras de tipo llb aumentam no primeiro. Ja nos musculos pterigbideos laterais
a area das fibras do tipo | sofre aumento e do tipo llb diminuem.O tempo de
contragdo aumentou em ambos os musculos, indicando que os musculos se
tornaram mais lentos. Nishide et al.?", realizaram estudo histolégico do musculo
Masseter de ratos, apds alteragao oclusal por inducédo de contato prematuro entre
molares. Observaram que a maioria das fibras musculares permanece intacta,
embora tenham sido observadas alteracbes histologicas parciais, tais como
prolongamento de tecido conjuntivo, aparecimento de células inflamatorias e

existéncia de fibras musculares com nucleos centrais.

Introducdo e Antecedentes da Literatura
28



A morfometria como método de estudo quantitativo fornece dados mais
precisos. Por isso este método tem sido utilizado na analise de musculos estriados
esqueléticos. Andreo et al.®®, utilizaram a morfometria, na quantificagéo dos tipos
de fibras musculares oxidativas rapidas e lentsa, nos musculos:
Masseter, Temporal e ventre anterior do Digastrico, em macacos prego.
Demonstraram que existe uma predominancia de fibras de contragdo rapida nos
musculos Masseter e Temporal. Bani et al."®; Camargo Filho et al.?® analisaram,
através da morfometria, as alteracbes das fibras do musculo Séleo de ratos
submetidos a treinamento fisico, verificaram alteracdes nas fibras musculares,
caracterizadas por modificagdes no formato das fibras, presenca de fibras
atréficas e hipertréficas. Tanaka et al.®®, avaliaram as medidas de area das fibras
do musculo Temporal de ratos, na porcao superficial anterior e posterior do
musculo, nao verificaram diferenca nos tipos de fibras que as compdem.
Vreeke et al.?®, estudaram as alteragdes do musculo Masseter em coelhos e
observaram que a reducao da carga mastigatéria afeta a velocidade de contracao
desse musculo, resultando na adaptacao estrutural, com diminuicdo da area das
fibras lentas.

Osterlund et al.?®, analisaram a miosina pesada, no musculo Masseter
e Biceps Braquial, em cadaveres humanos jovens. Mostraram que a miosina das
fibras musculares, de ambos 0s musculos, apresenta-se semelhante.

Os mecanismos fisiopatol6gicos da adaptacdo muscular continuam
pouco compreendidos e trabalhos relacionados as alteragcbes patologicas e
morfofuncionais sao escassos, em especial quanto ao musculo PTM,
sob alteragdes oclusais. Gendrage et al.?”, induziram m& oclusdo em porcos,
com acumulo de material sobre os molares, provocando uma protrusdo da
mandibula, para avaliar o comportamento dos capilares sanguineos e das fibras
do tipo I. Observaram aumento do fluxo sanguineo, da densidade capilar e da
quantidade de fibras do tipo | e sugeriram que estas modificagcdes parecem ser
uma adaptacdo complexa da atividade do mdasculo a longo prazo.

Nakamura et al.®®, avaliaram a influéncia da doenca de Parkinson nos musculos
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Digastrico e Masseter, através de um modelo experimental em ratos e concluiram
que essa doenca leva a alteragdes nos movimentos mandibulares mastigatérios,
pois ha um aumento de fibras lentas no musculo Digastrico. Griinheid et al.®,
através de revisao bibliografica estudaram as respostas adaptativas dos musculos
da mandibula a varios estimulos oro-faciais e verificaram que essas mudancas
nem sempre sdo uniformes e variam com a natureza, intensidade e duragao do
estimulo. Zhou et al.®?, investigaram as alteracdes ultraestruturais e protednicas
da parte superficial do musculo Masseter em ratos. Evidenciaram desregulacao
das miofibrilas acompanhadas de ruptura, entrelacamento de miofilamentos,
mudancas na quantidade e localizacao das mitocéndrias, estas localizavam-se em
grande quantidade, tanto na regido subsarcolemal como nas regides entre as

miofibrilas e aumento das vesiculas das cisternas do reticulo sarcoplasmatico.

1.1- Embriologia, morfologia, ultraestrutura e fisiologia dos musculos
mastigatorios

Os quatro  masculos  mastigadores:  Temporal, Masseter,
Pterigoideo Medial e Pterigbideo Lateral, se desenvolvem a partir do mesoderma
do primeiro arco faringeo embrionario, Moore KL e Persaud TVN®Y. Os musculos
estriados esqueléticos sdo formados por feixes de células muito longas,
cilindricas e multinucleadas, com um diametro que varia de 10 a 100um.
Essas fibras mostram estriacbes transversais, pela alternancia de faixas claras e
escuras. Ao microscopio de polarizacdo, a faixa escura é anisotropica e,
por isso recebeu o0 nome de banda A, enquanto a faixa clara, ou banda |,
€ isotrépica. No centro de cada banda |, nota-se uma linha transversal escura,
a linha Z, que é melhor observada através da ultraestrutura. Os feixes de fibras
musculares nado estdo agrupados ao acaso, mas organizados em feixes
envolvidos por uma membrana externa de tecido conjuntivo, chamada epimisio.
Do epimisio partem septos muito finos de tecido conjuntivo, que se dirigem para o
interior do musculo, dividindo-o em feixes. Esses septos sdo chamados de
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perimisio. O perimisio envolve cada feixe de fibras musculares. Cada fibra
muscular, por sua vez, é envolvida por uma camada muito fina, constituida pela
lamina basal da fibra muscular e por fibras reticulares do endomisio.
O tecido conjuntivo relacionado ao musculo estriado esquelético é constituido por

3233  Estas fibras tém um

fibras colagenas tanto do tipo | como do tipo Il
importante papel na manutengédo das fibras musculares unidas, permitindo que a
forca de contracdo gerada por cada fibra individualmente atue sobre o musculo

inteiro, contribuindo para a contragdo deste®®.

A ultraestrutura mostra que as células musculares esqueléticas tém
uma organizacdao muito complexa, que constitui um dos exemplos mais nitidos de
adaptacdao morfofuncional e de conversdo de energia quimica em trabalho
mecanico do organismo. O sarcolema € circundado pela lamina externa,
em toda sua extensdao ha algumas invaginacdes tubulares que penetram
perpendicularmente no citoplasma e estdo separadas entre si por espacos
relativamente regulares, sdo os tubulos T. As mitocéndrias também chamadas
sarcossomas, distribuem-se entre as miofibrilas e por baixo do sarcolema®.
Existem filamentos finos de actina e filamentos grossos de miosina,
dispostos longitudinalmente nas miofibrilas e organizados numa distribuicao
simétrica e paralela. Essa organizacao dos filamentos miofibrilares € mantida por
diversas proteinas, entre elas filamentos intermediarios de desmina, que ligam as
miofibrilas umas as outras. Da linha Z, partem os filamentos finos (actina) que vao
até o bordo externo da banda H. Os filamentos grossos (miosina) ocupam a regiao
central do sarcémero. Resultando uma banda | formada somente por filamentos
finos, a banda A é formada por filamentos grossos e finos, e a banda H,
somente por filamentos grossos (Figura 1A). Na regido lateral da banda A,
os filamentos finos e grossos interdigitam-se. Um corte transversal nessa regiao
lateral (Figura 1B), mostra uma disposicao simétrica tal que cada filamento grosso

fica rodeado por seis filamentos finos, formando um hexagono®.
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~~ FIBRA MUSCULAR ~

Sarcolema Niicleo Sarcolemal A

Miofibrila

Miofibrila linha-Z

Filamento fino ! A ! Filamento grosso
(actina) (miosina)

Figura 1(A)- Diagrama da ultraestrutura da fibra muscular esquelética.
Da linha “Z”, partem os filamentos finos (actina) que vao até a
borda externa da banda” H”. Os filamentos grossos (miosina)
ocupam a regiao central do sarcémero, resultando uma banda “I”
formada somente por filamentos finos. A banda “A” & formada por
filamentos finos e grossos e a banda “H”, somente por filamentos

grossos.

1(B)- Fotomicrografia em corte transversal da ultraestrutura do musculo
Masseter. Ver correspondéncia do diagrama (A) na fomicrografia
em (B).

O estudo das alteragdes nos dois musculos pesquisados se deve ao
fato de que os mesmos surgem do primeiro arco faringeo (mandibular),
primérdio da mandibula e da maxila, tendo, portanto as mesmas caracteristicas
embriologicas e funcionais, sendo o musculo Pterigbideo Medial considerado
sinergista do musculo Masseter nos movimentos mandibulares®®.

A principal fungdo do Masseter € o movimento de elevagdo da
mandibula, ja o PTM, além de atuar como sinergista na elevagdo da mandibula,
também participa de sua protrusdo, sendo portanto, mais ativo nos movimentos

mastigatorios®”).
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1.2- Justificativa

Considerando que as alteragdes oclusais sdo responsaveis pela maioria
das disfungdes da articulagdo temporomandibular; que a auséncia ou perda dos
dentes, especialmente os molares, predispdem a essas disfuncdes por alteracdes
das fibras musculares do Masseter e Pterigéideo Medial; que ha necessidade de
maior compreensao e detalhamento das alteracées morfolégicas e ultraestruturais
que ocorrem, nesses musculos; além da importante relacao das fibras colagenas
com as fibras musculares e os poucos estudos quanto a repercussao dessas
alteracbes sobre as fibras colagenas nessas condi¢bes, justificamos o
planejamento deste estudo.
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2.1- Objetivo geral

Analisar o musculo Masseter e Pterigoideo Medial na alteracéo oclusal

pela exodontia dos molares inferiores esquerdos de rato wistar.

2.2- Objetivos especificos

Analisar o musculo Masseter e Pterigbideo Medial apds exodontia dos
molares inferiores esquerdos, através de um modelo experimental, em ratos

wistar, em diferentes periodos evolutivos quanto:
1) A analise morfométrica da area das fibras musculares;
2) As alteracdes ultraestruturais das fibras musculares e

3) A caracterizacdo das fibras colagenas no tecido muscular.
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3.1- Caracterizacao da casuistica e divisao dos grupos de animais

Foram utilizados trinta e seis ratos da linhagem Wistar, com um més de
idade, pesando em média 220g, machos, procedentes do biotério Central da
Universidade Federal do Piaui. Os animais, inicialmente, eram mantidos num
ambiente préprio, distribuidos em gaiolas de acrilico de 30x19x16cm, contendo um
animal cada e que recebia higienizacao diaria. Todos os animais foram,
previamente, submetidos a avaliacdo clinica para garantir estado de higidez.
A dieta foi mantida normalmente a base de racdo e agua ad libitum.
Vinte e quatro animais foram utilizados para o estudo de microscopia de luz (ML)
e doze para microscopia eletrbnica de transmissdo (MET), divididos em
trés grupos de acordo com os distintos periodos evolutivos analisados:
15 dias (Gl); 30 dias (Gll) e 60 dias (Glll), p6s exodontia de molares inferiores
esquerdos, contendo 5 animais experimentais e trés controles por grupo para ML e
3 para MET com 1 controle por grupo. Estes foram assim distribuidos conforme
expresso na tabela 1:

Tabela 1- Distribuicdo dos animais dos grupos experimental e controle nos

diferentes periodos evolutivos.

L Periodos Grupo Experimental Grupo
Estudo Animais Evolutivos (G)(N) Controle(GC)
M) (dias) (N)
Microscopia de Luz 15 (Gl) 5 3
(ML) 24 30 (Gll) 5 3
60 (GllI) 5 3
Microscopia 15 (Gl) 3 1
Eletrénica de 30 (Gll) 3 1
Transmissao 12 60 (GllI) 3 1
(MET)
Total 36 24 12
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Os grupos controle ndo foram submetidos a nenhum protocolo

farmacolégico ou cirdrgico.

Todos os procedimentos desse estudo foram aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentagdao com Animais - CEEA/UFPI, aprovado sob o n® 072/11.

3.2- Procedimento cirurgico

Os ratos dos grupos experimentais foram submetidos a exodontia dos
molares inferiores esquerdos (Figura 2) para inducdo da disfuncdo da ATM.
Para esse procedimento, os animais foram pré-medicados com opidide
(tramadol 6mg/kg) por via intramuscular profunda para garantir a analgesia.
Ap6s dez minutos, foram submetidos a anestesia geral do tipo dissociativa,
onde foi utiizado a associacdo anestésica ketamina  (Dopalen)
50mg/kg/xilazina(Rompum) 0,5mg/kg na mesma seringa, injetados por via
intramuscular. Uma vez realizados os procedimentos cirdrgicos (exodontias),
0s animais foram submetidos a antibioticoterapia preventiva
(Penicilina/streptomicina - 40.000Ul/kg) por via intramuscular profunda e
anti-inflamatorio (Flunixin meglumine 1,0mg/kg) a cada vinte e quatro horas por
um periodo de trés dias. Para a realizagdo das exodontias utilizou-se um alicate
Weingart® 120E, adaptado (Figura 3). O pbs-operatorio foi avaliado diariamente e
0s animais mantidos sob cuidados técnicos do biotério, durante todo o periodo
experimental. Somente um dos animais foi a O&bito, por provavel inanigéo.

O experimento foi refeito em relagéo a este Unico animal.
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Figura 2- Dentes molares inferiores extraidos do rato wistar.

Figura 3- Alicate utilizado nas exodontias dos molares (Wengart®).

3.3- Eutanasia dos animais e remocao dos musculos masseter e pterigéideo

medial

No final de cada periodo: 15 dias (Grupo Gl); 30 dias (Grupo Gll) e
60 dias (Grupo Glll) foi realizada a eutanasia dos animais do grupo experimental

com o correspondente grupo controle. A eutanasia, de cada animal utilizado,
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para o estudo de ML, foi realizada administrando-se uma sobredose de anestésico
(10 vezes a dose usada para anestesia convencional), levando o animal a 6bito
por parada cardio-respiratoria. Ja, para o estudo de ultraestrutura os animais
foram eutanasiados com anestesia geral prévia e infusao intracardiaca do fixador
(solucdo modificada de Karnovsky). Os musculos Masseteres e Pterigbideos
Mediais (PTM) bilaterais de cada animal foram removidos inteiros e estendidos em
superficie de papel pardo para facilitacdo do adequado plano de corte.
Da parte profunda do Masseter e da porcao média do PTM, foram obtidos de cada
musculo, um fragmento em corte transversal, com cerca de 0,3cm de espessura.
Cada fragmento foi etiguetado com os seus dados de identificacdo e

acondicionado em solugao fixadora adequada para cada técnica.

3.4- Técnica para Microscopia de Luz (ML)

O material obtido de cada animal foi fixado em formalina a 10%
tamponada; mantido durante 24 horas, e posteriormente, processado através de
técnica rotineira para inclusdo em parafina. De cada bloco correspondente a cada
um dos musculos Masseter e PTM direito e esquerdo do grupo experimental e
Musculos esquerdos do grupo controle, foram confeccionadas laminas contendo

cinco cortes transversais, semi-seriados, com 5um de espessura.

3.5- Morfometria - analise quantitativa

O estudo de morfometria baseou-se na analise da medida da area da
fibra, utilizando-se de cortes transversais corados pelo método da Hematoxicilina e
Eosina (H&E). Em aumento microscopico de 10x, o melhor campo contendo fibras
com seus limites bem definidos, eram selecionados. Este campo era submetido a
um aumento de 40x e fotografado em um fotomicroscopio (Leica DMRB,
Germany), acoplado a um programa digital. Da imagem obtida, doze fibras eram

selecionadas para a realizacao da medida de area. Essa mensuracao era tomada,
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circunscrevendo-se a fibra e seu valor era calculado através de um programa
software AXION-vision. Um total de sessenta medidas por lamina foi obtido no
grupo experimental ou seja, 240 medidas por animal, totalizando 1200 medidas no
grupo, considerando os trés periodos experimentais (Gl+Gll+Glll) para cada
musculo: PTM (Figura 4,5,6) e Masseter (Figura 7,8,9). Ja, no grupo controle,
um total de cem medidas por lamina foi realizado, 200 medidas por animal e

600 medidas por grupo.

PTM (D)

PTM (E)

-

""\.‘
s

Figura 5- Circunscricao de fibras para medida de area em um?2, do musculo PTM
esquerdo (A) e direito (B), grupo Gll (30 dias).
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Figura 6- Circunscricdo de fibras para medida de area em um?2, do musculo PTM
esquerdo (A) e direito (B), grupo Glll (60 dias).

Figura 7- Circunscricdo de fibras para medida de area em pum?2, do musculo
Masseter esquerdo (A) e direito (B), grupo Gl (15 dias).
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MASSETER(E | . MASSETER(D

Figura 8- Circunscricdo de fibras para medida de area em pum?2, do musculo
Masseter esquerdo (A) e direito (B), grupo Gl (30 dias).

MASSETER (E) MASSETER(D)

[ e

Figura 9- Circunscricdo de fibras para medida de area em pum?, do musculo
Masseter esquerdo (A) e direito (B), grupo GlllI (60 dias).

3.6- Técnica para Microscopia de Luz Polarizada (MP)

De cada bloco correspondente a cada um dos musculos Masseter e
PTM, lados direito e esquerdo do grupo experimental e musculos esquerdos do
grupo controle, foram confeccionadas laminas contendo cinco cortes transversais,
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semi-seriados, com 10um de espessura, corados pelo método Picro-sirius®?,

para a avaliagdo das fibras colagenas. A analise das laminas foi realizada sob luz
polarizada em aumentos de 40x e fotografadas (fotomicroscopio Leica DMRB,
Germany). Esse estudo consistiu na avaliagdo qualitativa das fibras colagenas
presentes nos envoltérios de tecido conjuntivo, das fibras dos musculos PTM e
Masseter, segundo os tipos de fibras coldgenas (vide descricdo abaixo e

Figuras 4 e 5).

3.6.1- Caracterizacao das fibras colagenas no tecido muscular sob técnica de

picro-sirius e polarizacao

O colageno constitui uma familia de proteinas que se diferenciaram
durante a evolucdo assumindo morfologia e patologia caracteristicas.
As fibras coldgenas sao birrefrigentes, pois sao constituidas por moléculas
alongadas e paralelas. Desse modo, quando examinadas ao microscépio de
polarizagdo entre filiros polaroides cruzados, estas fibras aparecem brilhantes
contra um fundo escuro®. O musculo estriado esquelético possui membranas
conjuntivas formadas por fibras colagenas. A camada de fibras colagenas que
envolve o musculo é denominada epimisio, as que envolvem um grupo de fibras
musculares formam o perimisio a que reveste cada fibra muscular € o endomisio.
Existem distintos tipos de fibras colagenas, a saber: tipo I, Il e Ill. Esses tipos
podem ser mostrados através de coloracdo especial como Picro-sirius,
que sob efeito de polarizacao revela diferentes cores. As fibras colagenas do
Tipo |, podem se apresentar nas cores: amarela, laranja ou vermelha (Figurai0),
enquanto que o colageno do tipo Il (fibras reticulares) aparece em verde
(Figura 11) o colageno do tipo Il (presente na cartilagem), apresenta uma variavel

coloracdo de acordo com o tecido e a espécie®.
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Figura 10- Musculo PTM do grupo controle | (GCI), presenca de fibras colagenas

do tipo | (seta maior) e do tipo Il (setas menores). Picro- sirius - 40x.

Figura 11- Musculo Masseter do grupo | (Gl), presenca predominante de fibras
colagena do tipo Il (¥). Picro-sirius (40x).

3.7- Técnica para Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Essa técnica consistiu no seguinte protocolo: primeiramente os animais
foram pré-medicados com opidide (tramadol 6mg/kg) por via intramuscular
profunda, para garantir analgesia. Apds dez minutos, realizou-se anestesia geral
do tipo dissociativa, onde foi utilizado a associagdo anestésica ketamina (Dopalen)
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50mg/kg/xilazina(Rompum) 0,5mg/kg na mesma seringa, injetados por via
intramuscular. Foi feita a perfusdo intracardiaca dos animais com a solugcdo de
Karnovsky (2,5% de glutaraldeido e 2% de paraformaldeido a 0,1M,
tamponado com fosfato de sodio/pH=7,3). De cada animal, fragmentos com
0,3cm de espessura, em corte transversais, foram retirados da regido profunda do
Masseter e da porcdo média do PTM esquerdos. Estes foram refragmentados em
multiplos diminutos fragmentos, fixados em solugdo modificada de Karnovsky e
em seguida mergulhados na solucdo de glutaraldeido, por duas horas.
Seguiu-se com lavagem do material em solugdo salina e pds-fixacdo com
Tetréxido de Osmio (OsO4) a 2%, por um periodo de 2 horas a 4°C.
O material permaneceu em um terceiro pos-fixador o acetato de uranila,
“overnight”. Apbs este periodo iniciou-se a desidratacdo, passando o material por
uma série crescente de etanol: 70°, 80°, 90° e 95° banhos de 15 minutos e etanol
absoluto, quatro banhos de 15 minutos cada, mais dois banhos de 6xido de
propileno de 15 minutos cada. Finalizando esses banhos, iniciou-se a infiltracao
composta por uma mistura de resina e éxido de propileno, na proporcao de 1:1,
durante um periodo de 40 min, seguida da troca para 3:1, por 1:30h. Em seguida,
mudou-se para resina pura, deixando “overnight”, sempre no misturador rotatério.
Apls esse periodo, foi realizado o processo de inclusdo do material, ficando na
estufa por 3 dias a 60°C. Passado esse periodo, preparou-se o0 bloco para a
trimagem, dos quais foram retirados cortes semifinos com 300nm, observados em
microscépio éptico e selecionados os melhores para cortes ultrafinos, com 60nm.
Utilizou-se de graticulas especificas de 200 mesh, para o suporte do material para

posterior analise em microscoépio eletrénico de transmissao.

Esse estudo consistiu na observagdo qualitativa dos achados
ultraestruturais dos filamentos de proteinas constituintes das miofibrilas
(linha Z e banda 1) dos musculos Masseter e PTM, nos diferentes periodos
evolutivos de 15, 30 e 60 dias.
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3.8- Analise estatistica

A analise estatistica foi aplicada, nos dados obtidos quanto as medidas
morfométricas de area, das fibras musculares dos musculos: Masseter e PTM,
utilizando-se ANOVA. Para o PTM empregou se ANOVA com dois fatores para
comparar a area das fibras musculares de animais controle e operados
utilizando-se o Intervalo de Bonferroni, pois este musculo apresentou nivel de
significancia (p<0,05). Para o Masseter a analise foi feita com intervalo de
confianca. Fez-se a comparacgao entre as médias das medidas de area das fibras
musculares dos musculos do grupo experimental e controle; entre as medidas de
areas dos musculos dos lados direito e esquerdo dos grupos experimentais e lado

esquerdo do grupo controle.
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4- RESULTADOS



4.1- Morfometria - analise quantitativa

O estudo morfométrico do musculo Pterigoideo Medial revelou que os
ratos submetidos ao experimento mostraram, no periodo analisado, valores
significativamente inferiores em relacao ao grupo controle, quanto a medida média
global de area dessas fibras musculares, tanto ipsi quanto contralateral a
exodontia (Grafico 1). Nao foram detectadas diferengas, quando se comparou 0s
lados entre si (p=0,743) bem como quando se avaliaram 0s quesitos interacao
entre lados e grupos (p=0,926) (Grafico 2), ou seja, a area das fibras musculares
dos lados Esquerdo e Direito, apresenta 0 mesmo comportamento em funcao do
tempo pds exodontia (15 dias, 30 dias e 60 dias) (Grafico 1 e Tabela 2).
Esses dados apontam, que as fibras do musculo Pterigoideo medial, de ambos os
lados sofrem alteracbes semelhantes ap6s exodontia unilateral de molares.
Também foram notadas diferencas quando se comparou 0s grupos experimentais:
grupo Glll com os grupos Gl e Gl (GllIZGI, p=0,022 e GHGII, p=0,043),
onde se observou aumento progressivo das areas das fibras, sendo a média maior
da area no Grupo Glll, correspondente a sessenta dias do experimento
(Gréfico 2). Apesar dessa constatagdo do crescimento progressivo da area das
fibras, ndo se pode afirmar, nesse estagio avaliatério (60 dias), que as fibras
mostram-se hipertréficas, uma vez que a média dos valores obtidos € inferior a do
grupo controle, para ambos os lados, no mesmo periodo (Tabela 2). Também se
observa que ndo houve interacdo entre a média das areas das fibras musculares
do grupo experimental e controle, tanto do lado esquerdo quanto do lado direito,

nos diferentes periodos evolutivos (Tabela 2 e Grafico 3).
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Grafico 1- Valores obtidos em pm? das medidas correspondentes as areas das
fiboras dos musculos pterigbideo medial dos grupos experimental
(lado direito e esquerdo) e grupo controle C_E=Grupo Controle;
O_D=Grupo Experimental / Operado Direito; O_E=Grupo Experimental /
Operado Esquerdo. Lado direito X Controle (p=0,012). Grupo
Experimental Lado Esquerdo X Controle (p=0,012). Grupo Experimental
lado direito=lado esquerdo (p=0,743).
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Grafico 2- Resultados observados nos ratos submetidos ao experimento quanto a
medida global de area dos lados direito e esquerdo do musculo PTM
em relacdo ao tempo pds-exodontia (Grupos experimentais) p=0,926.
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Tabela 2- Valores médios obtidos quanto a analise morfométrica de area em um?2,
do musculo Pterigoideo Medial nos animais experimentais e controle,

nos diferentes periodos evolutivos.

Grupo | (GI) Grupo Il (GlI) Grupo Il (GlII)
Musculo 15 dias 30 dias 60 dias
Pterigoideo E-d E-e C-e E-d E-e C-e E-d E-e C-e
Medial 488,7 517,0 597,0 5342 5190 777,8 718,1 667,1 8491

+306,4 *297,0 £256,7 +275,2 +240,4 +408,4 +332,6 +290,6 +344,1

Comparacao entre os lados direito e esquerdo (p=0,827) e também lados direito e esquerdo nos

diferentes grupos (periodos evolutivos) Gl=15; Gll= 30 e Glll=60dias. E-d=musculo experimental

direito; E-e= musculo experimental esquerdo; C-e=musculo controle esquerdo.
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Grafico 3- Resultados observados da medida de area em um2, entre o grupo
experimental lados direito e esquerdo e o controle, nos diferentes
periodos evolutivos (p=0,743). Ezesquerdo; D=direito e C=controle.

Quando se avalia a distribuicdo da area das fibras, nota-se que para o
grupo Gl, (lados direito e esquerdo), bem como o controle ha uma maior
concentragao de fibras, entre os intervalos de 200 e 600um? em todos os grupos
(Grafico 4). Ja para o grupo Gll (lados direito e esquerdo) a concentracdo das
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fibras foi entre os intervalos de 200 e 400um2 e para o controle entre 400 e
800um?2 (Gréfico 5). O grupo Glll mostrou maior concentracdo no intervalo de

400 e 600um?, para o lado esquerdo, sendo de 400 a 800um? para o lado direito e
controle (Gréfico 6).

Gréfico 4
Gl - DIREITO
B Gl - ESQUERDO
B GCI- CONTROLE

Frequéncia (%) - Gl
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Grafico 4- Valores médios referentes a area (um?) e respectivas curvas de
distribuicdo das fibras do musculo Pterigbideo Medial do grupo Gl

(lados direito e esquerdo) e grupo Controle (GCI), correspondente ao
periodo evolutivo de 15 dias (Gl).
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Grafico 5- Valores médios referentes a area (Um?2) e respectivas curvas de
distribuicdo das fibras do musculo Pterigbideo Medial do grupo Gll
(lados direito e esquerdo) e grupo Controle (GCII), correspondente ao
periodo evolutivo de 30 dias (Gll).

Grafico 6
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Grafico 6- Valores médios referentes a area (Um?) e respectivas curvas de
distribuicdo das fibras do musculo Pterigbideo Medial do grupo Glll
(lados direito e esquerdo) e grupo Controle (GCIII), correspondente ao
periodo evolutivo de 60 dias (Glll).
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A analise morfométrica do musculo Masseter, ndo mostrou diferenca na
comparacao entre os ratos submetidos ao experimento e o grupo controle, quanto
a medida média global de area dessas fibras, tanto ipsi quanto contralateral a
exodontia, no periodo analisado, (p=0,520). Semelhancas foram observadas
quando se comparou o0s lados entre si (p=0,200) (Grafico 12),
bem como quando se avaliaram o0s quesitos interacdo entre lados e grupos
(p=0,926 e Grafico 13), ou seja, a area das fibras musculares dos lados Esquerdo
e Direito, apresenta 0 mesmo comportamento em funcao do tempo pds exodontia
(15 dias, 30 dias e 60 dias). Também nao houve interagdo entre a média das areas
das fibras musculares do grupo experimental e controle, tanto do lado esquerdo

quanto do lado direito, nos diferentes periodos evolutivos (Tabela 3 e Grafico 9).

6,74

6,67

6,47
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T T
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Grafico 7- Resultados observados quanto a média de area em um?2, das fibras
musculares do Masseter nos grupos experimentais em relacdo ao
tempo pos-exodontia nos lados direito (D) e esquerdo (E) (p=0,200).
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Grafico 8- Resultados observados quanto a medida global de area em pm?2,
das fibras musculares do Masseter nos grupos experimentais em
relacdo ao tempo pds-exodontia nos lados direito (D) e esquerdo (E)
(p=0,926).
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Grafico 9- Resultados observados da medida de area em um2, entre o grupo
experimental lados direito e esquerdo e controle, nos diferentes
periodos evolutivos (p=0,671). Ezesquerdo; D=direito e C=controle.
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Tabela 3- Valores médios obtidos em um?2, quanto a andlise morfométrica de area
do muasculo Masseter nos animais experimentais e controle,

nos diferentes periodos evolutivos.

Grupo | (GI) Grupo Il (GlI) Grupo lII(GlII)
15 dias 30 dias 60 dias
Musculo —¢ 4 Ee Ce Ed Ee Ce Ed Ee  Ce
Masseter

701,2 582,5 512,3 6846 6948 6726 6734 7739 687,0
+240,1 +225,7 £198,0 +288,8 254,0 +£298,6 +250,0 +£311,7 +230,9

Comparacao entre os lados direito e esquerdo (p=0,200) e também lados direito e esquerdo nos
diferentes grupos (periodos evolutivos) Gl=15; Gll=30 e GllI=60dias. E-d=musculo experimental

direito; E-e=musculo experimental esquerdo; C-e=musculo controle esquerdo.

Quando se avalia a distribuicao da area das fibras, nota-se que para o
grupo Gl (lados direito e esquerdo), ha uma maior concentracdo de fibras,
entre os intervalos de 400 e 700um? (Grafico 10) e para o grupo controle a maior
concentragdo estd no intervalo de 400 e 600um?, para todos os periodos
evolutivos (Grafico 10, 11 e 12). Para o grupo Gll (lados direito e esquerdo)
a concentracdo das fibras foi entre os intervalos de 400 e 600um? (Grafico 11).
O grupo GllII mostrou maior concentracdo no intervalo de 400 e 800um2,
para os lados direito e esquerdo (Grafico 12).
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Grafico 10
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Grafico 10- Valores médios referentes a area (um?) e respectivas curvas de
distribuicdo das fibras do muasculo Masseter do grupo Gl
(lados direito e esquerdo) e grupo Controle (GCI), correspondente ao
periodo evolutivo de 15 dias.
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Grafico 11
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Grafico 11- Valores médios referentes a area (um?) e respectivas curvas de
distribuicdo das fibras do musculo Masseter do grupo Gll
(lados direito e esquerdo) e grupo Controle (GCIl), correspondente
ao periodo evolutivo de 30 dias.
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Grafico 12- Valores médios referentes a area (um?) e respectivas curvas de
distribuicido das fibras do musculo Masseter do grupo Glll
(lados direito e esquerdo) e grupo Controle (GCIIl), correspondente
ao periodo evolutivo de 60 dias.

4.2- Ultraestrutura das fibras musculares

Esta analise mostrou dano ultraestrutural ao nivel do musculo PTM,
no grupo Gll, correspondente a 30 dias do experimento. Observou-se alteracdo
das miofibrilas, caracterizadas pela desorganizagdo e assimetria dos seus
filamentos de proteinas, correspondentes a linha Z e banda | (Figura 12).
No musculo Masseter tais estruturas mantiveram-se simétricas e organizadas,

em todos 0s grupos examinados (Figura 13).
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Figura 12- Ultraestrutura do muasculo PTM esquerdo. (A) controle e grupo
experimental Gl (B), Gll (C) e Glll (D). Notar no grupo Gll (C) nitida
desorganizacao das linhas Z (setas) entre as bandas | (*). Comparar

com o controle (A) e grupo experimental (B,D), onde essas linhas

mostram disposicao simétrica e organizada. (Barra de calibragdo: 1um)
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Figura 13- Ultraestrutura do musculo Masseter. (A) grupo controle e grupo

experimental: Gl (B), Gll (C) e Glll (D). Notar que, em todos os
grupos as linhas Z (setas) e bandas | apresentam-se com disposi¢ao

simétrica e organizada. (A- Barra de calibragdo: 0,5um) (B-D- Barra de

calibragao: 1,0um).

4.3- Anadlise das fibras colagenas no tecido muscular

A analise das fibras colagenas, nos musculos mastigadores avaliados,
mostrou que os seus fasciculos sdo constituidos por delicada rede de fibras
colagenas do tipo | (vermelho, laranja, amarelo) e do tipo Ill ou reticulares (verde),
com predominio do tipo Ill nos musculos Masseteres, nos diferentes periodos
evolutivos (Figura 14). Exceto, em um Unico animal do grupo Gl (15 dias),
no Masseter esquerdo onde se observou aparente aumento de fibras colagenas
do tipo | e do tipo Illl, sem predominio de qualquer uma delas (Figura 15B).
No grupo controle (Figura 14A), observou-se a presenca de poucas fibras

Resultados
60



colagenas ao redor dos fasciculos musculares, com predominancia de fibras do
tipo Ill.

Figura 14- Mdusculo Masseter direito, corte transversal do sob luz polarizada.

Notar as poucas fibras colagenas constituintes dos feixes musculares
e predominancia de fibras do tipo Ill (setas), tanto no controle (A),
como nos grupos Gl (B); Gll (C) e Glll (D). Aumento de 40x.
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Figura 15- Musculo Masseter Esquerdo, corte transversal do sob luz polarizada.

Notar as poucas fibras colagenas constituintes dos feixes musculares
e predominancia de fibras do tipo lll (setas), tanto no controle (A),
como nos grupos Gll (C) e Glll (D). Observar aparente aumento de
fibras do tipo | (setas), e Ill (estrela), de um rato do grupo | (B).

Aumento de 40x.
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Com relacdo ao musculo Pterigbideo Medial, evidenciou fibras
colagenas dos dois tipos | e Il sem aumento ou predominio destas, em ambos os

lados, nos diferentes periodos evolutivos (Figuras 16 e 17).

Figura 16- Musculo Pterigbideo Medial Direito, corte transversal do sob luz

polarizada. Notar as poucas fibras colagenas constituintes dos feixes
musculares e predominancia de fibras do tipo Ill (setas), tanto no
controle (A), como nos grupos Gl (B), GIl (C) e Glll (D).

Aumento de 40x.
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Figura 17- Musculo Pterigéideo Medial Esquerdo. Fibras colagenas dos tipos |

(vermelho, laranja, amarelo) e lll (verde). Caracteristica da distribuicao
dos tipos de fibras no grupo controle (A), com poucas fibras
constituintes dos fasciculos musculares (setas). O mesmo aspecto foi
notado para o grupo experimental Gl (B), Gl (C) e Glll (D).

Picro-sirius sob luz polarizada. (Barra de calibragdo: 20um).

Néao foi caracterizada proliferagdo evidente de fibras colagenas,
com predominio de fibras do tipo |, em nenhum dos musculos analisados,

nos diversos grupos experimentais.
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5- DISCUSSAO



Os movimentos mastigatérios estdo diretamente relacionados com os
musculos mastigadores. Qualquer desarmonia do sistema estomatognatico pode
ter repercussdo sobre essa musculatura. Raros estudos discutem os efeitos da

desarmonia oclusal no sistema estomatognatico humano!!"'419),

Estudo anterior do autor®, mostrou que a zona bilaminar da ATM
humana, um dos componentes do sistema estomatognatico, apresenta alteracoes
morfolégicas quando se compara qualitativamente a estrutura em individuos

jovens (dentados) e pessoas idosas(edéntulas).

Modelos animais como os realizados por®”22021) " tam  sido

estimulados em decorréncia das limitagcdes desses experimentos em humanos.

No presente estudo, a escolha do rato wistar como modelo experimental
se baseou na semelhanga da anatomia, localizacdo e arranjo arquitetural do

musculo Masseter e PTM, ao de humanos, conforme descreveram®®.

A analise morfoldgica tem contribuido pouco na deteccao de alteracées

6.12.2021) ' J4 estudos, através da ultraestrutura

tém sido motivo de investigacdo em musculos estriados esqueléticos!”™®.

das fibras musculares esqueléticas'

Os primeiros trabalhos que utilizaram a luz polarizada, na deteccédo e
diferenciacdo dos subtipos de fibras colagenas, foram realizados, em tecido
muscular esquelético®®, através da coloracéo de sirius red, seguida da utilizacdo
do picrosirius em 1979, o picrosirius mostrou-se mais eficiente, o que tornou seu
uso mais frequente nas pesquisas com essas finalidades®). Esses estudos,
sob luz polarizada permitiram caracterizar o colageno dos envoltérios das fibras
musculares esqueléticas, técnica utilizada no presente estudo para a avaliacdo
qualitativa das referidas fibras.

Devido a necessidade de um método de estudo mais objetivo e

acurado, a morfometria tem sido cada vez mais utilizada na avaliagéo de fibras

musculares esqueléticas®1%:16:2223)
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Dentre os trabalhos que utilizaram morfometria para a medida de area
de fibra muscular esquelética, o que mais se assemelha, quanto ao método do
presente estudo, foi realizado por®®?, que constataram aumento da area das fibras
do musculo Séleo de rato, apds exercicio fisico.

Andreo et al.?®| utilizaram a morfometria, na quantificacdo e medida de
area dos tipos de fibras musculares oxidativas rapidas e lentas, nos musculos:
Masseter, Temporal e Digastrico de macacos e verificaram que as fibras rapidas
tém éarea maior e sdo mais frequentes em todas as regides estudadas.
Nenhuma diferenca na frequéncia ou area de cada tipo de fibra foi detectada,
considerando as regides anterior e posterior dos musculos Masseteres e

Temporais.

Em nosso estudo, a andlise morfométrica do musculo PTM mostrou
diferenca entre o0s animais experimentais e controle, na analise global
compreendendo os trés periodos evolutivos. Esta diferenca se caracterizou por
reducdo da area das fibras musculares nos animais submetidos a exodontia,
em ambos os lados do PTM. Ja, o musculo Masseter ndo mostrou alteracoes,
nessas condigdes.

Vreeke et al®®, encontraram diminuicdo da area das fibras lentas do
m. Masseter, com a reducdo na carga mastigatoria. Também® avaliaram o
musculo Masseter, através da medida de area das fibras, verificaram atrofia
temporaria do musculo e®?, ao contrario, constataram aumento da 4area das fibras

do musculo Séleo de rato, apds exercicio fisico.

Miehe et al.); avaliando o peso e o tipo de fibra dos musculos
mastigadores, pés exodontia de molares, em ratos wistar, constataram reducao de
peso e aumento de fibras do tipo Il.

Em nosso estudo, ndo foram detectadas diferencas, quando se
comparou a medida média global de area das fibras do musculo PTM, lados direito

e esquerdo entre si, bem como quanto ao quesito interacdo entre lados e grupos,
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nos diferentes periodos evolutivos. Os mesmos achados foram observados quanto
ao musculo Masseter. Esses dados apontam que as fibras desses musculos

mastigadores sofrem alteracdoes semelhantes, pds exodontia unilateral de molares.

lyomasa et al.® realizaram estudo morfométrico do musculo
Pterigbideo Medial de roedor (gerbil), apds exodontia dos molares superiores
esquerdos. Verificaram que a borda anterior deste musculo apresentou
encurtamento quando se comparou os lados esquerdos e direitos entre si, cada

um dos lados com os respectivos controles.

Nesse trabalho, diferencas também foram notadas quando se comparou
o musculo PTM do grupo experimental, nos distintos periodos evolutivos,
detectando-se aumento progressivo das areas das fibras, sendo a média maior da
area no Grupo Glll, correspondente a sessenta dias do experimento.
Apesar dessa constatacdo do crescimento progressivo da éarea das fibras,
elas ndo se tornam hipertréficas nesse estagio avaliatério, uma vez que a média
dos valores obtidos, nesse estagio, € semelhante a do grupo controle, no mesmo
periodo. Ou seja, parecem adaptar-se as mudancas, conferindo medida de area

semelhante ao controle, ao final do experimento.

Seiryu et al.®® observaram atrofia temporaria do musculo Masseter,
enquanto se adaptava a nova posicdo da mandibula e Miehe et al.®,
constataram adaptacdo e retorno das fiboras ao seu padrao original, quanto ao
peso e o tipo de fibra dos musculos mastigadores, tanto a nivel macroscopico
como microscépico, no final do experimento, mostrando capacidade de adaptacao
das mesmas. Essa capacidade adaptativa também verificada por®®, nas fibras do
musculo Séleo de ratos, que sofreram hipertrofia, apds exercicio fisico.

A ultraestrutura das fibras musculares, em cortes transversais,
no presente trabalho, se baseou na andlise dos filamentos de proteina,
constituintes das miofibrilas. Estas mostraram distribuicdo assimétrica e
desorganizagao da linha Z e banda |, apenas no musculo PTM esquerdo do Gll.
Alteracdes ultraestruturais também foram observadas por lyomasa et al.!”,
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que verificaram em cortes transversais do PTM do grupo controle, em gerbis pés
exodontias de molares superiores, que a maior parte do citoplasma era composta
de miofibrilas. Ja no PTM ipsilateral do grupo experimental, encontraram baixa
densidade de miofibrilas constituintes do citoplasma. Nenhuma alteragdo foi
detectada a nivel de Masseter.

Outros  aspectos ultraestruturais  foram  observados!”"'®,

0s quais evidenciaram no PTM, mitocéndrias com distribuicdo irregular e
concentradas junto ao subsarcolema e néao entre as miofibrilas, como o habitual,
apds sessenta dias de exodontia. Também verificaram protruséo intraluminal das
células endoteliais e numerosas vesiculas pinocitéticas. Zhou et al.®? na anélise
ultraestrutural do musculo Masseter de ratos, encontraram mudangas na
quantidade e localizacdo das mitocéndrias, estas localizavam-se em grande
quantidade, tanto na regido subsarcolemal como nas regides entre as miofibrilas.
Em nosso trabalho, esses componentes celulares analisados pelos autores acima

nao foram avaliados.

Nesse trabalho o musculo PTM mostrou-se mais sensivel que o
Masseter, a disfuncdo temporomandibular, especialmente quanto aos achados

morfométricos.

Esse achado, provavelmente, esta relacionado as suas caracteristicas
de biomecéanica funcional propria, com maior dindmica nos movimentos

mastigadores comparadas as do Masseter®”.

A analise das fibras coldgenas mostrou que os fasciculos musculares
analisados sao revestidos por uma delicada rede de fibras colagenas do tipo | e do
tipo Ill, com predominio de fibras reticulares, nos Masseteres, nos diferentes
periodos evolutivos. Exceto, no grupo | do Masseter esquerdo, um Unico animal
mostrou aparente aumento dessas fibras colagenas (I e Ill), sem predominio de
qualqguer um dos tipos, o0 que caracteriza um achado isolado,

(32,34

sem maior relevancia ) descreveram os mesmos tipos de fibras colagenas do

tecido muscular esquelético humano, sob coloracdo de Picro-Sirius,
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a luz polarizada. Ja, Vidal et al.®®, observaram a presenca de fibras do tipo | e
tipo lll em tenddes musculares de ratos.

E importante enfatizar, que durante o experimento, ndo houve aumento
de fibras do tipo I, ou seja, este tipo de fibra colagena é aquele que classicamente
prolifera nos processos de reparo. O que aponta a preservacdo da estrutura
fibroconjuntiva dos envoltérios musculares, nessa indugdo de alteragdo oclusal,

nos diferentes periodos evolutivos analisados.

Nenhum trabalho, na literatura avaliou as fibras colagenas dos
musculos mastigadores, nessas condicées. Mais trabalhos precisam ser
realizados com o objetivo de entender a correlacdo entre as alterac6es das fibras

colagenas dos musculos PTM e Masseter e as disfungdes da ATM.
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A disfuncao temporomandibular, promovida pela exodontia unilateral de
molares inferiores em ratos wistar, pode levar a alteracbées morfométricas ipsi e
contralaterais, com reducdo de areas de fibras, particularmente no PTM.

Entretanto parecem se adaptar as novas condicées ao longo do experimento.

A linha Z e banda | do citoesqueleto muscular sdo as mais sensiveis a
essa disfuncdo, no musculo PTM, contudo efémera, uma vez que foi observada

apenas com 30 dias do experimento.

O masculo PTM mostrou-se mais vulneravel nesse modelo
experimental, provavelmente pelas suas caracteristicas funcionais préprias e
maior participagdo na dindmica dos movimentos mastigatorios, comparadas as do

Masseter. Este parece ter uma reserva funcional maior.

As fibras colagenas do tipo | e do tipo Il sdo os constituintes principais
das estruturas fibroconjuntivas desses musculos, com predominio do tipo Il no

Masseter, e parece nao serem afetadas, a esse procedimento.
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