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Resumo 
 
 

O estresse e as perdas dentais têm impacto sobre os músculos da mastigação 
favorecendo a dor, no entanto, a patogênese envolvida ainda é pouco compreendida. O 
objetivo deste trabalho foi investigar o efeito do estresse crônico variado em músculo 
masseter esquerdo de animais submetidos à alteração oclusal por exodontia unilateral, 
isolados ou associados, por meio de avaliação das atividades gelatinolíticas totais e da 
mieloperoxidase, análises morfológicas, imunoistoquímicas, histoquímicas e 
ultraestruturais ao Microscópio Eletrônico de Transmissão. Foram usados 20 ratos machos, 
Wistar, adultos jovens, pesando ± 200g, divididos aleatoriamente em 04 (quatro) grupos: 
(n=5): GI controle, sem alteração oclusal e sem estresse crônico variado (EV), G II- 
alteração oclusal isolada, G III EV isolado e G IV- alteração oclusal associada ao EV. Nos 
grupos da exodontia (GII e G IV), animais previamente anestesiados, tiveram os molares 
superiores esquerdos extraídos. Os grupos dos estresses (G III e G IV) foram submetidos a 
diferentes estressores a partir do 14º dia após a exodontia. Todos os animais foram 
eutanasiados no 24º dia. No feixe superficial, a análise dos resultados revelou que o 
músculo masseter, a exodontia e o EV, isolados ou associados não promoveram a 
infiltração de polimorfonucleares analisados por meio da mieloperoxidase e não alteraram 
os níveis das metaloproteinases (MMP-2) avaliados por meio da atividade de Gelatinase 
Total. No feixe anterior do músculo masseter profundo, a exodontia e o EV, isolados ou 
associados alteraram, em determinadas regiões, as características histológicas das fibras 
reveladas por coloração em hematoxilina e eosina; alteraram a ultraestrutura das 
mitocôndrias ao microscópio eletrônico de transmissão; revelaram regiões com lúmen 
reduzido, e outras com lúmen dilatado, em capilares marcados com anticorpo anti-laminina; 
revelaram uma tendência ao aumento da densidade de capilares imunomarcados por anti-
alpha CD31 do endotélio, e não alteraram as escassas fibras imunomarcadas pela miosina 
do tipo I Neste mesmo feixe, diminuíram os níveis de espécies reativas de oxigênio no 
grupo exposto à exodontia (GII). No feixe médio posterior do músculo masseter profundo, 
os protocolos experimentais confirmaram a prevalência de fibras claras, por meio da reação 
histoquímica de succinato desidrogenase. Podemos concluir que o músculo masseter 
esquerdo manifestou alteração regional decorrente da exodontia e EV isolados ou 
associados, revelados por alterações morfológicas, ultraestruturais, hemodinâmicas e 
estresse oxidativo, em especial no feixe profundo anterior. Esses dados contribuem para a 
compreensão do desenvolvimento do ponto de gatilho. No entanto, novos estudos serão 
necessários para melhor entendimento da etiopatogenia da dor miofascial e da disfunção 
temporomandibular e sua relação com estresse e alteração oclusal. 
 
Palavras-chave: alteração oclusal, estresse, imunoistoquímica, músculo masseter, 
histoquímica, microscopia eletrônica de transmissão 
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Abstract 

 

Stress and tooth loss have an impact on the masticatory muscles favoring the pain. 
However, the pathogenesis involved is still little understood. The aim of this study was to 
investigate the effect of varied chronic stress in left masseter muscle of rats subjected to 
unilateral alteration by occlusal tooth extraction, alone or associated, through evaluation of 
total gelatinolytic activities and myeloperoxidase, morphological analysis, histochemical, 
immunohistochemical labeling and transmission electron microscope. Twenty male Wistar 
rats, young adults, weighing ± 200 g, were divided randomly into four groups (n=5): GI 
control without occlusal alteration and without varied chronic stress (EV), G II-occlusal 
alteration isolated, G III EV isolated and G IV-occlusal alteration associated with the EV. 
The rats from groups of dental extraction (GII and G IV) were previously anesthetized and 
had the superior left molars extracted. The groups of stresses (G III and G IV) were 
submitted to different stressors from the 14th day after the tooth extraction. All the animals 
were euthanized on the 24th day. On the surface, the beam analysis of results showed that 
the masseter muscle, dental extraction and the EV, alone or associated with not promoted 
the infiltration of polymorphonuclear scanned through the myeloperoxidase and not altered 
levels of metalloproteinases (MMP-2) evaluated by means of Total Gelatinase activity. In 
the anterior bundle of masseter muscle located evaluated through the Total Gelatinase 
activity. In anterior bundle of the deep masseter muscle, the dental extraction and the EV, 
alone or associated with altered, in some regions, the histological characteristics of the 
fibers revealed by hematoxylin and eosin staining; the ultrastructure of mitochondria in the 
transmission electron microscope; revealed areas with reduced lumen, and lumen distended 
in other capillaries marked with anti-laminina antibody; showed a tendency to increase in 
the density of capillaries labelled by endothelium, CD31 anti-alpha and have not altered the 
scarce labelled fibers by myosin type I in the same bundle, decreased levels of reactive 
oxygen species in the group exposed to dental extraction (GII). The average bundle of deep 
masseter muscle later, experimental protocols confirmed the prevalence of clear fibers by 
means of Immunohistochemistry reaction of succinate dehydrogenase. We can conclude 
that the masseter muscle change resulting from regional expressed left dental extraction and 
EV alone or associated, revealed by morphological, ultrastructural, and hemodynamic 
oxidative stress, especially in deep beam. These data contribute to the understanding of the 
development of the trigger point. However, further studies are needed to better 
understanding of the pathogenesis of myofascial pain and temporomandibular joint 
dysfunction and its relation with occlusal stress and occlusial alteration. 
 
Key words: occlusial alteration, stress, immunohistochemistry, masseter muscle, 
Histochemistry, transmission electron microscopy. 
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1 Introdução 
 

A literatura destaca que o estresse e a ansiedade tem potencial impacto sobre os 

músculos da mastigação, favorecendo a dor miofascial (Vedolin et al., 2009), que é um 

sintoma comum, associado às desordens temporomandibulares (DTM) (Shiau and Chen, 

1986) Estudos têm revelado que o estado emocional pode afetar a função oral, tanto em 

animais (Antonova, 2008), quanto em seres humanos (Carvalho et al., 2008), bem como 

favorecer o desenvolvimento de doenças cardiovasculares e interferir no processo da 

Síndrome Metabólica (Bove et al., 2010). Segundo Schweinhardt et al., 2008. O estresse 

precoce, prolongado ou grave, afeta os circuitos cerebrais moduladores da dor, sugerindo, 

por exemplo, que a fibromialgia, não seja um distúrbio primário do sistema nervoso central 

(Schweinhardt et al., 2008). Além disso, estressores relacionados às guerras e conflitos 

armados (Uhac et al., 2003), e outros suaves como a realização de exercícios de aritmética 

mental e soluções de anagramas simples, podem aumentar a atividade da musculatura 

mastigatória e estar associado às disfunções temporomandibulares (DTM) (Rao and Glaros, 

1979). 

Apesar de evidências clínicas revelarem que o estresse mental induz alterações 

fisiológicas e hemodinâmicas dos músculos da mastigação (Hidaka, O. et al., 2004), e de 

que o estresse psicológico e o ambiente social promovem ativação desta musculatura em 

pacientes com sintomatologia dolorosa (Schmidt and Carlson, 2009), ainda é pouco 

estudado como os músculos da mastigação respondem ao estresse. 

Algumas desordens funcionais acometem o Sistema Estomatognático, dentre elas a 

sensibilidade dolorosa à palpação nos músculos da mastigação e o desconforto da 

musculatura ao despertar (Carvalho et al., 2008). A síndrome de dor miofascial é 

caracterizada pela dor difusa nos músculos associada à presença dos pontos gatilho 

(Haddad et al., 2012). 

Estes pontos são clinicamente descritos como áreas hiperirritáveis no músculo 

esquelético, associados a um nódulo palpável hipersensível (Simons Dg, 1999). 

Nos últimos anos, tem aumentado o interesse dos pesquisadores em entender os 

mecanismos de ponto gatilho presentes na musculatura, bem como correlacionar a 
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existência dessas alterações às desordens temporomandibulares (Alonso-Blanco et al., 

2012). A dor local avaliada nos músculos temporal, masseter, elevador da escápula, 

esternocleidomastóideo, subocciptal e escaleno, foi correlacionada à pontos gatilho ativos 

(Fernández-Pérez et al., 2012). Entre os tratamentos disponíveis em Odontologia 

relacionados à síndrome de dor miofascial a literatura cita as terapias com spray e o 

estiramento como as mais confiáveis, embora também sejam usadas, mesmo que menos 

frequentemente, a injeção de anestésico (Tecco et al., 2012). O número de pontos gatilho 

ativos aos músculos faciais foi relacionado à maior intensidade da dor no pescoço, ao 

aumento no número de dias em que o paciente relatou hipersensibilidade à dor, à uma 

maior pressão sobre a coluna cervical além do comprometimento na amplitude do 

movimento cervical (Alonso-Blanco et al., 2012). 

As interferências oclusais também são correlacionadas com a dor em músculo da 

mastigação e despertam interesse, por parte dos pesquisadores, devido à controvérsia com 

relação ao seu fator etiológico. Com esse propósito os músculos da mastigação têm sido 

analisados em diversas condições como: aumento (Kawasaki et al., 1997), ou diminuição 

da dimensão vertical, ou a exodontia unilateral (Maeda et al., 1990) (Bazan et al., 2008); 

(Iyomasa et al., 2008); após o desgaste oclusal unilateral (Bani et al., 1999), ou após 

colocação de um splint oclusal unilateral (Muller et al., 2000). Estudos recentes, aplicados 

à clínica, descreveram haver uma redução de pedidos/ solicitação de tratamento para 

sintomas da dor após a realização de terapias oclusais, em pacientes com desordens 

temporomandibulares (DTM) (Kirveskari and Jämsä, 2009). Há relatos que a dor 

miofascial em músculo mastigatório analisado por ressonância magnética e por tomografia 

computadorizada, não apresentou associação com variações encefálicas (Imauchi et al., 

2002). 

O decréscimo das funções musculares pode ser relacionado ao aumento do 

dimorfismo craniofacial e da maloclusão, em humanos (Abed et al., 2007). A função 

mastigatória parece ser a chave determinante para o crescimento crânio facial que modula 

os diferentes componentes musculares. Apesar dessas evidências clínicas, correlacionando 

a dor do músculo da mastigação com o estresse ou a alteração oclusal, os mecanismos 

fisiopatológicos são pouco compreendidos (Abed et al., 2007). 
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Várias metodologias podem ser usadas para a análise dos músculos submetidos às 

alterações funcionais, tais como: histoenzimologia (Maxwell et al., 1981; Miehe et al., 

1999) e análise microscópica (Abe et al., 1998; Nishida et al., 1999). O efeito agudo das 

espécies reativas de oxigênio (ROS), por exemplo, sobre a função muscular está mediado 

por alterações na sensibilidade ao Ca2+ miofibrilar e pode contribuir para o 

desenvolvimento de fadiga muscular (Lamb and Westerblad, 2010), mas o mecanismo de 

ação da ROS permanece desconhecido (Luin et al., 2010) e dados sobre sua atividade em 

músculos da mastigação são escassos na literatura. Da mesma forma, são escassos, os 

estudos que tratam das alterações morfológicas em músculos da mastigação, induzidas pela 

alteração oclusal e associadas ao estresse emocional. Portanto, nosso propósito é avaliar o 

efeito da alteração oclusal por exodontia e do estresse crônico variado sobre as 

características do músculo masseter, superficial e profundo, em ratos. 
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2 Revisão da Literatura 
 
 
2.1 Dor miofascial e Desordens Temporomandibulares (DTM) 
 

A dor nos músculos da mastigação é o principal sintoma relatado nas desordens 

temporomandibulares (DTM). Fatores como trauma, discrepância oclusal, estresse, 

parafunções, hipermobilidade, idade e hereditariedade também estão associados a essa 

desordem seguida de dor, mas ainda há controvérsias quanto à sua etiologia (Oral et al., 

2009). 

A etiologia das desordens temporomandibulares é um ponto controverso, e pode ser 

reportado como multifatorial (Badel et al., 2012). Assim como a etiologia, a patofisiologia 

das desordens temporomandibulares não é completamente conhecida. Embora diversos 

fatores de risco possam ser sugeridos, particularmente os vinculados aos parâmetros 

oclusais, estudos apontam a associação entre as disfunções temporomandibulares e os 

músculos mastigatórios (Michelotti and Iodice, 2010), assim como afirmam que o sistema 

estomatognático sofre alterações durante o processo de envelhecimento do indivíduo, 

submetidos ou não a diferentes tipos de estressores (Cuccia and Caradonna, 2009). 

Recentemente, os sintomas da disfunção temporomandibular e a condição 

psicológica foram examinados em pacientes adultos com mordida profunda, submetidos a 

tratamento ortodôntico. Este grupo experimental foi comparado, de acordo com idade e 

gênero, a um grupo controle de pacientes com oclusão normal (Sonnesen and Svensson, 

2008). Este grupo de pesquisadores indicou que pacientes com mordida profunda tem mais 

sensibilidade dolorosa frente a injeções de glutamato em mandíbula (músculo masseter) e 

braço, levando, inclusive, a importantes distúrbios somáticos e sensoriais (Sonnesen and 

Svensson, 2011).  

Em pacientes , uma dor inexplicável irradiada a partir de um ponto de disparo 

muscular, às vezes distante do próprio ponto de disparo, foi identificada e submetida a 

tratamento. Há uma variação na metodologia de diagnóstico desses pontos-gatilho assim 



 

6 
 

como uma carência de teorias que ajudem a explicar como eles surgem e por que eles 

produzem padrões específicos de dor referida (Simons Dg, 1999). 

A compressão de um ponto gatilho favorece um aumento da sensibilidade local, a 

uma dor referida ou mesmo, a resposta de contração no local (Mcpartland, 2004). O 

diagnóstico e a terapia do ponto disparador tem sido objeto de estudo de mitos 

pesquisadores. Profissionais de saúde, tais como treinadores, terapeutas ocupacionais, 

fisioterapeutas, acupunturistas, massoterapeutas e integradores estruturais também estão 

cientes da existência desses pontos musculares sensíveis e fazem uso de terapêuticas para 

os pontos de gatilho em seu trabalho clínico (Alvarez and Rockwell, 2002). A remodelação 

morfológica acontece a partir de cada célula, coordenada por um conjunto de mediadores, 

deste modo, o estudo das funções, assim como das para- funções do sistema 

estomatognático, permite que tenhamos mais dados sobre o assunto, favorecendo a melhora 

na avaliação e na terapêutica. 

 

2.2 Estresse 
 

A exposição a longos períodos de estresse ou mesmo depressão causam um 

aumento de corticosterona, em modelo animal (Chen and Su, 2013). Este é um hormônio da 

classe dos glicocorticóides liberado pelo córtex das adrenais de animais (Livingstone et al., 

2000). Em humanos, os equivalentes a este hormônio é o cortisol. 

Estes glicocorticóides estão relacionados às respostas ao estresse, além da regulação 

do metabolismo lipídico, proteico e glicídico, implicando em uma menor atividade de 

ramos do sistema imunológico de ratos, levando à diminuição da vigilância imunológica a 

tumores e ao câncer (Mei and Li, 2013). Essa regulação hormonal está vinculada ao eixo 

hipotálamo-hipófise chegando às adrenais. São os núcleos paraventriculares do hipotálamo 

os responsáveis pela liberação do CRH (hormônio liberador de corticotropina), que segue 

para a adenohipófise, onde será liberado o ACTH (hormônio adenocorticotrópico), que age, 

por sua vez, no córtex adrenal, estimulando a zona fasciculada a liberar corticosterona 

(Dalwadi and Uht, 2013). 
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Em relação ao metabolismo lipídico, a relação entre o estresse e a obesidade, vem 

acompanhada do exemplo clássico da Síndrome de Cushing. Nesta síndrome, os níveis de 

cortisol estão elevados e são associados à obesidade fenotípica. Nesses pacientes, o alto 

índice de cortisol liberado está associado com elevados índices de adipócitos viscerais 

(Duclos et al., 2001). Como o músculo esquelético representa 40% da massa corporal, os 

seus mecanismos celulares relacionados à termogênese muscular, sua função mitocondrial 

bem como os índices de cálcio cíclico aparecem alterados em resposta à obesidade (Lee et 

al., 2013). 

Estudos prévios realizados em outros músculos mastigatórios têm utilizado 

metodologias de estresse físico ou psicológico, as quais reproduzem os eventos fisiológicos 

que ocorrem nos humanos durante situações estressoras. Nestes modelos foram usados 

estressores descritos há duas décadas por (Murua Vs, 1992) e, posteriormente, por (Gomez 

et al., 1998) e outros autores (Willner, 2005; Chen et al., 2010). Deste modo, escolhemos o 

estresse crônico variado visando reproduzir eventos cotidianos vivenciados pela população, 

em que são expostos a essa diversidade de situações estressoras. 

 

2.3 Músculos da mastigação 
 

Os músculos esqueléticos são bastante heterogêneos, composto por unidades 

motoras, e podem diferir em relação ao tamanho, ao tipo de inervação e às demais 

propriedades motoras (Ciciliot et al., 2013). Há três tipos de fibras musculares esqueléticas: 

tipo 1 - lentas, tipo 2a - rápidas fadigáveis, e tipo 2b – rápidas, pouco resistentes à fadiga. 

Estas fibras diferem também de acordo com o metabolismo glicolítico/ oxidativo. As fibras 

tipo 1 e 2a são mais oxidativas e as 2b são tidas como glicolíticas (Smerdu et al., 1994). 

A composição das diferentes tipos de fibras determinam as propriedades funcionais, 

a velocidade de contração e resistência à fadiga de cada músculo (Linnane et al., 1999). 

Uma fibra muscular pode contrair até um terço do seu comprimento, durante o tempo de 1 a 

2 milissegundos, após isto, ocorre um total relaxamento, até que esta se prepare para uma 

nova contração (Basmajian et al., 1985). 
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A mastigação é considerada a função mais importante do sistema estomatognático, 

sendo a fase inicial do processo digestivo, que começa na boca e recebe o auxílio dos 

músculos mastigatórios para a execução dessa função (Kossioni and Dontas, 2007). O 

Masseter é um músculo mastigatório, com grande espessura, em formato retangular, 

composto por duas partes ou feixes: ântero-lateral ou superficial, e póstero-medial ou 

profundo. É um tipo de músculo esquelético, vinculado à mastigação, que possui um 

neurônio motor, localizado no núcleo motor do nervo trigêmeo, que é responsável por 

inervar centenas de fibras (Manktelow et al., 2006). 

A relação entre a função do músculo masseter e a ocorrência de má oclusão foi 

analisada em amostras de músculo de indivíduos que foram submetidos às osteotomias 

mandibulares. O tamanho e a proporção de fibras do tipo II (rápidas) diminuíram à medida 

que houve o aumento da altura facial, além disso, pacientes com assimetria mandibular 

tiveram mais fibras do tipo II do lado do seu desvio (Sciote et al., 2013). 

O foco primário deste estudo foi avaliar as características do músculo esquelético 

masseter esquerdo, relacionados à mastigação, frente à alteração oclusal por exodontia dos 

molares superiores esquerdos, diante das diferentes situações de estresse crônico variado. 

 

2.4 Alteração oclusal (AO) 
 

A maloclusão pode influenciar no desempenho dos músculos mastigatórios, gerando 

excesso de trabalho e fadiga (Pereira et al., 2009). A relação entre a maloclusão e os 

aspectos morfofuncionais do sistema mastigatório ainda não é completamente conhecido 

(Bani et al., 1999). A alteração oclusal causada por exodontias unilaterais, abrasão oclusal 

ou inserção de splint unilateral tem demonstrado a adaptação do músculo masseter, em 

modelos experimentais animais (Bazan et al., 2008). 

A dor crônica orofacial aumenta com a atividade muscular (Bani and Bergamini, 

2001). Em pacientes com atrofia de músculo mastigatório, devido ao hábito funcional 

unilateral, há relatos de queixas como: dor de cabeça, dor facial e otalgia ipsilateral 

(Imauchi et al., 2002). 
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A disfunção temporomandibular consta na literatura como associada à dor crônica 

nos músculos da mastigação. A relação entre a oclusão imprópria e a dor muscular foi 

estudada por Cao e colaboradores, em ratos. Estes autores elevaram a superfície 

mastigatória de dentes molares dos ratos e creditaram a esta interferência oclusal o aumento 

da resposta dolorosa em experimentos de comportamento (Cao et al., 2009). A etiologia das 

disfunções temporomandibulares inclui: traumas oclusais, hábitos para funcionais, estresse, 

fatores psicológicos, sistêmicos e hereditários e infecções. Entretanto, a oclusão é 

amplamente citada como potencial fator etiológico (Lisboa et al., 2010). 

A dor mastigatória está diretamente relacionada à interferência oclusal e acrescenta 

o papel da sensibilização de mecanismos centrais favorecendo essa hiperalgesia (Cao et al., 

2009). Estudos anteriores afirmam que a interferência oclusal em animais pode resultar em 

remodelação do côndilo mandibular (Gazit et al., 1987), mudanças patológicas nos 

músculos da mastigação, na polpa dental e no periodonto (Kvinnsland e Heyeraas, 1992). A 

oclusão é uma importante variável no tratamento restaurador, definida como uma relação 

estática entre as superfícies mastigatórias dos dentes maxilares e mandibulares análogos 

(Cao et al., 2009) Sinais clínicos de dor mastigatória são frequentemente reportados, depois 

de mudanças oclusais (Hagag, Yoshida e Miura, 2000). 

Durante a fadiga muscular, ocorre o aumento substancial do fosfato inorgânico, que 

entra no retículo sarcoplasmático e combinado com o cálcio, gera um precipitado insolúvel: 

o fosfato de cálcio, que diminui o desempenho muscular (Fryer et al., 1995). O maior tipo 

de fadiga é a metabólica, causada diretamente ou indiretamente pelo acúmulo de 

metabólitos como o fosfato inorgânico, a adenosina difosfato, íons magnésio e espécies 

reativas de oxigênio (Allen and Westerblad, 2001). Por isso, novos métodos de avaliar 

tecidos em nível molecular têm sido utilizados para diagnóstico em amostras biológicas 

(Lisboa et al., 2010). 

Lisboa et al 2010 estudaram os níveis de cálcio em músculos masseter de ratos, após 

a alteração oclusal e o uso da fototerapia à laser. Utilizaram três grupos experimentais, e 

avaliaram os resultados através da espectroscopia após 14 e 30 dias da alteração oclusal. 

Concluíram não haver alteração na morfologia das fibras do músculo nestes períodos 
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experimentais, embora tenha havido alteração nos níveis de fosfato de cálcio, menos 

presente quando aplicada a luz do laser (Lisboa et al., 2010). 

Os músculos esqueléticos mudam contratilidade em resposta aos mecanismos de 

estimulação crônica, implicando em mudanças fenotípicas que criam uma nova condição 

mastigatória (Ohnuki et al., 2009). Em humanos, o aumento da oclusão vertical leva a 

espasmos musculares, acompanhados de dor e de disfunção do sistema estomatognático. 

Ohnuki et al 2009, estudaram o efeito do aumento da dimensão vertical na composição dos 

tipos de fibras dos músculos onde a duração da atividade diária foi relacionada ao tipo de 

cadeia pesada de miosina dos músculos masseter e digástrico. Afirmaram que, a miosina do 

músculo digástrico consiste em uma mistura, rápidas e lentas, enquanto que no músculo 

masseter estão presentes miosinas do tipo rápidas (Ohnuki et al., 2009). 

A dor é reconhecidamente o sinal e sintoma das alterações temporomandibulares, 

reduzindo a mobilidade da mandíbula (Sonnesen and Svensson, 2008). A oclusão humana e 

de ratos tem intrínseca relação anatômica, mas comportamentos diferentes, o que torna 

importante o cuidado com a extrapolação de estudo em ratos para humanos (Lisboa et al., 

2010). 

Neste trabalho utilizamos a alteração oclusal por exodontia dos molares superiores. 

Seguem revisões acerca das metodologias propostas. 

 

2.5 Mieloperoxidase (MPO) 
 

A mieloperoxidase (MPO) surgiu como um promissor marcador molecular, já que 

sua atividade em organismos vivos pode predizer várias doenças, como o infarto do 

miocárdio e o acidente vascular cerebral (Shazeeb et al., 2012). A atividade da 

mieloperoxidase pode também ser monitorada nos tecidos durante as fases iniciais e de 

progressão de doenças, como a aterosclerose e a encefalite autoimune (Chen et al., 2008). 

A enzima mieloperoxidase (MPO) está presente em leucócitos da linhagem 

granulocítica e monocítica, e tem papel fundamental na produção de espécies reativas de 

oxigênio (ROS). Existem evidências que alguns produtos gerados a partir de reações 

catalisadas por MPO tenham papel na sinalização celular. O acúmulo de leucócitos é 
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observado quando em presença do exercício muscular excêntrico, causando injúria e 

inflamação (Paulsen et al., 2013). 

Shazeeb et al 2012 estudaram a síntese e a caracterização da MPO como um sensor 

que antecipa alterações termodinâmicas. Usaram um percursor natural da serotonina 

(HTrp), que compartilha de espécies reativas de oxigênio (ROS) capaz de formar um 

composto paramagnético, a hidroxindolamida (DTPA), baseado em diamido-substrato, 

possível de ser visualizado, e verificaram que seus aumentos, estavam associados à 

alterações patológicas (Shazeeb et al., 2012). 

Nesta mesma perspectiva, Gottfried et al. 2008, isolaram isoformas de CD68, um 

marcador para as enzimas lisossomais e mieloperoxidase, em cultura de fibroblastos e em 

células endoteliais de pele e veia umbilical. Evidenciaram que quando em presença deste 

marcador, há um fechamento dos capilares no tecido correspondente (Gottfried et al., 

2008). 

Consideráveis evidências suportam a hipótese de que a presença altos níveis da 

enzima mieloperoxidase são um importante fator de risco para múltiplas doenças 

inflamatórias (Davies, 2011). Esta enzima está também correlacionada a outras patologias 

em humanos, como artrite, fibrose cística e dano renal (Davies et al., 2008). A MPO 

catalisa a reação de peróxido de hidrogênio (H2O2) com íons haleto, como Cl-, Br-, I- e 

SCN-, formando ácidos hipoclorosos, que são potentes oxidantes (Van Dalen et al., 1997). 

Estes oxidantes, derivados de MPO, desempenham um papel bactericida importante em 

patógenos invasores (Weiss and Lobuglio, 1982). 

Assim, foi objetivo de nosso trabalho conhecer os níveis da enzima mieloperoxidase 

em músculo masseter superficial, submetidos aos protocolos de estresse crônico variado e 

alteração oclusal por exodontia unilateral. 

 

2.6 Gelatinase Total (GT) 
 

As metaloproteinases (MMP) compõem uma extensa família de enzimas 

proteolíticas, que atuam na dependência do zinco e são responsáveis pelo remodelamento 

da matriz extracelular (MEC). Essa manifestação enzimática acontece tanto em processos 
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normais quanto em manifestações patológicos dos vários tecidos do corpo humano 

(Birkedal-Hansen et al., 1993). As MMPs são produzidas por vários tipos celulares, 

incluindo os fibroblastos, as células musculares lisas, os miócitos e as células endoteliais 

(Dollery et al., 1999). As alterações na atividade das MMPs podem interferir no equilíbrio 

entre a síntese e degradação da MEC, promovendo mudanças na morfologia e nas 

propriedades mecânicas do tecido (Panchenko et al., 1996). 

São descritas na literatura mais de 25 tipos de MMPs e estas são divididas em 

quatro grupos. As colagenases (MMP-1, MMP-8 e MMP-13), as gelatinases (MMP-2 e 

MMP-9), as estromalisinas (MMP-3, MMP-7, MMP10, MMP-11 e MMP12), todas 

secretadas no espaço extracelular como pró- enzimas. Uma vez ativadas, as MMPs são 

reguladas por inibidores teciduais endógenos denominados inibidores de metaloproteinases 

(TIMP) (Zhang et al., 2005). As TIMPs são frequentemente produzidas pelas mesmas 

células que liberam MMPs (Marcaccini et al., 2009). Atualmente, são conhecidos quatro 

TIMP (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4), que são capazes de inibir a função das 

MMPs, pela formação de um complexo na proporção de 1:1 (Souza-Tarla et al., 2005). 

Cada MMP tem a capacidade de quebrar um tipo específico de matriz extracelular (MEC). 

As colagenases intersticiais (MMP-1, MMP-8 e MMP-13) estão envolvidas nos 

primeiros passos da degradação do colágeno, agindo pelo desarranjo da hélice natural da 

rede de colágeno fibrilar. As gelatinases, MMP-2 e MMP-9, atuam quebrando substratos, 

incluindo a gelatina, elastina, proteoglicanos, colágeno e fragmentos de colágenos (Sabeh et 

al., 2004). O balanço entre TIMP e MMP é importante no remodelamento de tecidos, 

normais e alterados, sendo que nos normais as MMP são expressas em níveis muito baixos 

(Disatian et al., 2008). 

As metaloproteinases estão associadas, por exemplo, aos episódios de invasão do 

câncer. Autores afirmam que o alto número de enzimas do tipo degradadoras de matriz 

extracelular, fazem com que as plaquetas envolvam as células neoplásicas, impedindo que 

estas sejam reconhecidas pelo sistema imunológico do paciente, facilitando a aderência 

deste “trombo neoplásico” ao endotélio, disseminando a doença (Davidson et al., 1999). 

Partindo do pressuposto que o remodelamento de tecidos, normais e alterados, é 

feito em presença de MMP (Disatian et al., 2008), foi objetivo deste trabalho conhecer os 
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níveis de MMP-2 em músculo masseter superficial, submetidos aos diferentes protocolos 

experimentais propostos. 

 

2.7 Hematoxilina e Eosina (HE) 
 

O tecido muscular estriado é formado por fibras musculares cilíndricas, finas e que 

podem medir vários centímetros de comprimento. Os miócitos são as células do músculo e 

apresentam sua morfologia alongada. Encontram-se presas aos ossos pelos tendões. Suas 

fibras apresentam estrias transversais com contração rápida e voluntária, com comando 

consciente (Boncompagni, 2012). 

A quantidade de células musculares está relacionada à genética, aos fatores 

ambientais e nutricionais, associados à sinalização, as características estruturais e à 

produção de energia. Assim, o número de mitocôndrias é muito grande, uma vez que 

necessita gerar grande quantidade de energia (ATP) para poder executar sua função de 

contração (Sawosz et al., 2013). 

A literatura sugere que a interferência oclusal resulta em disfunções dos músculos 

mastigatórios (Nishide et al., 2001b). As interferências oclusais estão relacionadas com os 

sinais e sintomas dos músculos mastigatórios que são a dor e a fadiga (Christensen and 

Rassouli, 1995). Nishide et al 2001 estudaram as alterações histológicas de músculo 

masseter de ratos, com aumento unilateral da oclusão, onde os molares dos animais 

receberam splints e após 4 semanas, o músculo masseter profundo, na sua porção anterior, 

foi removido e submetido à reação de SDH (succinato desidrogenase), HE (hematoxilina e 

eosina) e ATPase miofibrilar. Os resultados afirmam que a interferência oclusal gerou 

alterações morfológicas significativas, como o aumento do espaço entre os tecidos, 

aparecimento de células inflamatórias e núcleos centrais, características que diminuíram os 

níveis de energia do masseter durante, por exemplo, a mastigação (Nishide et al., 2001a). 

Fisher et al 2013, demonstraram que nos casos de alterações patológicas das fibras 

musculares, há a prevalência de moléculas específicas, como a iNOS, que são marcadores 

de estresse celular relevantes em pacientes com miopatias, associados à degeneração. Os 

dados sugerem que uma resposta de estresse celular pró-inflamatória associado ao aumento 
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da expressão de B-CRYGS e iNOS no músculo, em situações extremas, precede a 

degeneração muscular com acúmulo de -amilóide (Fischer et al., 2013), que são peptídeos 

precursores das proteínas (Lahiri and Maloney, 2010). 

Fato que nos levou a conhecer a morfologia das fibras musculares esqueléticas, 

frente aos diferentes protocolos experimentais propostos. 

 

2.8 Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 
 

A microscopia eletrônica de transmissão permite analisar diferentes campos 

científicos. A mitocôndria é a organela responsável pela respiração celular, e este processo 

ocorre na presença de um conjunto de enzimas e coenzimas, dentre estas a desidrogenase 

succínica que é definida como uma flavoenzima exclusivamente mitocondrial 

(Grivennikova et al., 2010). Análises ultraestruturais mostram que a alteração oclusal, 

induzida por desgaste unilateral das cúspides de molares, altera a morfologia das 

mitocôndrias no músculo masseter (Bani and Bergamini, 2002); assim como a exodontia 

unilateral aumentou a área de secção transversal das mitocôndrias (Iyomasa et al., 2009), 

indicando aumento da atividade enzimática mitocondrial (Sato et al., 1998). 

As imagens obtidas em um microscópio eletrônico de transmissão (MET) são 

possíveis graças a um feixe de elétrons, emitidos em direção à amostra ultrafina Esses 

elétrons são transmitidos através da amostra, o que forma uma imagem que é ampliada e 

detectada por um sensor com uma câmera. Um microscópio eletrônico de transmissão é 

capaz de exibir imagens com uma resolução maior, em comparação aos microscópios 

óticos, devido ao pequeno comprimento de onda dos elétrons (Tumolva et al., 2012). 

Deste modo, utilizamos a MET neste estudo, visando avaliar as condições 

ultraestruturais das mitocôndrias e das cisternas do retículo sarcoplasmático dos músculos 

nos diferentes grupos experimentais. 

 
2.9 Imunoistoquímica (IHC) 
 

A imunoistoquímica é definida como um conjunto de procedimentos que utiliza 

anticorpos como reagentes específicos para a detecção de antígenos, presentes em células 
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ou tecidos (Coons and Kaplan, 1950). Os antígenos representam constituintes celulares 

normais como, por exemplo, uma glicoproteína de membrana como a laminina, ou um 

elemento estranho à célula como, por exemplo, um vírus (Gold and Freedman, 1965). 

Embora métodos quantitativos possam ser aplicados em preparações imunoistoquímicas, 

para se determinar o número de elementos presentes ou a intensidade da reação, seu 

objetivo fundamental é o encontro e localização de antígenos nos tecidos ou células (Thal et 

al., 1995). A imunoistoquímica é uma técnica com características qualitativas (Saxena et 

al., 2011), por isso o produto da reação deve sempre ser interpretado conjuntamente aos 

achados morfológicos (Huppertz et al., 1999). 

Em músculo, a técnica de imunoistoquímica aparece na literatura em estudos da 

década de 40. Em 1956, o grau de proteinúria, que é a perda excessiva de proteínas pela 

urina, foi estudado, em seis crianças com Síndrome Nefrótica, por Gitlin e cols. O 

precipitado destes pacientes foi inserido em coelhos para avaliação da relação antígeno- 

anticorpo, formados a partir da amostra humana (Gitlin et al., 1956). 

McCormick e cols, em 2007, utilizaram placentas de mulheres grávidas, para testes 

de imunoistoquímica por técnica de fluorescência, onde determinaram a existência de 

vários tipos de imunoglobulinas, como a IgG, IgA, IgM e IgD (Mccormick et al., 2007). 

Basearam-se no estudo clássico de imunofluorescência de Coons e Kaplan, datado de 1950, 

no qual localizaram os antígenos pretendidos no tecido, por meio de técnica de 

imunofluorescência. 

Estudos estão descritos na literatura, desde então, com objetivos muito diversos, 

fazendo uso da reação de imunoistoquímica. Desde o uso da mesma para avaliar os tipos de 

Alzheimer (Serot et al., 1992), ou na descoberta de sinalizadores, que inibem o câncer de 

próstata (Sanchez et al., 2004). Outros trabalhos detalharam o papel das reações de 

imunoistoquímica em casos de avaliação da evolução da Doença de Chagas, em 

camundongos. Neste caso, os animais foram infectados com Tripanossoma cruzi, 

permitindo avaliar o grau de comprometimento das miosinas, nos diversos tipos e graus de 

contaminação pelo protozoário (Leon et al., 2001). 

Em 1989, um estudo apontou o uso da técnica de imunoistoquímica para avaliar a 

presença e o desenvolvimento da elastina, que é a maior proteína do sistema de fibras 
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elásticas, em pulmões e em aorta de ratos, submetidos a tratamentos preliminares diversos. 

Os resultados apontaram a presença da elastina em diferentes superfícies, como a pele, em 

cartilagens e órgãos. Estes estudos permitiram sinalizar as vias de desenvolvimento da 

elastina na pele (Farquharson and Robins, 1989). 

Seguindo esta técnica de marcação de antígenos, Yin e cols, em 2003, estudaram a 

ação da laminina nos neurônios centrais. Seus resultados apontaram que as lamininas do 

tipo beta e gama são expressas no hipocampo neuronal (Yin et al., 2003). 

Assim, foi objetivo deste trabalho avaliar qualitativamente e quantitativamente as 

proteínas Laminina e Alpha CD31 no endotélio vascular e da Miosina tipo I, frente aos 

diferentes protocolos experimentais. 

 

2.9.1 Lamininas 

 

As lamininas são uma família de glicoproteínas que constituem o arcabouço 

estrutural em tecidos do organismo. Elas são secretadas e incorporadas às células da matriz 

extracelular. São glicoproteínas importantes e biologicamente ativas da lâmina basal, agem 

influenciando a diferenciação celular, a migração, a adesão, bem como o fenótipo e a 

sobrevivência (Timpl et al., 1979). As lamininas formam redes independentes e estão 

associados com colágeno tipo IV, através de redes como as de fibronectina e os perlecan 

(Ockleford, Bright, et al., 1993; Ockleford, Malak, et al., 1993). Através destas interações, 

as lamininas contribuem para a ligação celular e para a diferenciação, influenciando na 

forma da célula e no seu movimento. Atuam, deste modo, na manutenção do fenótipo de 

tecido e na sobrevivência do mesmo (Colognato and Yurchenco, 2000). Algumas destas 

funções biológicas da laminina têm sido associadas com frações específicas de 

aminoácidos. Por exemplo, o peptídeo sequência [GTFALRGDNGDNGQ], que está 

localizado na cadeia alfa da laminina, promove a adesão de células endoteliais (Beck et al., 

1990). 

A propriedade funcional do fornecimento de sangue através de capilares pode ser 

alterada por variações no padrão de sucção para a mastigação durante o desenvolvimento 

dos sistemas vasculares, no músculo masseter (Sato et al., 2008), assim analisamos a 
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imunomarcação da Laminina em fibras musculares e endotélio vascular de músculo 

masseter esquerdo de animais expostos aos diferentes protocolos experimentais. 

 

2.9.2 Alpha CD 31- PECAM 

 

Hidaka e colaboradores, em 2004, afirmaram que a vasodilatação e a vasoconstrição 

são fundamentos fisiológicos no ajuste do metabolismo dos tecidos, e que distúrbios no 

volume de sangue intramuscular contribuem para dor (Hidaka, O et al., 2004). Essas 

mudanças hemodinâmicas afetam o Sistema Nervoso Simpático (SNS) que alteram, por sua 

vez, a fisiologia do músculo (Maekawa et al., 1999). Desta forma, surgiu a necessidade de 

estudar a molécula alpha CD31, também denominada molécula de adesão de plaquetas e de 

células endoteliais (PECAM), conhecida como aglomerado de diferenciação 31 (CD31). É 

uma proteína que, em humanos é codificada pelo gene PECAM1, encontrado no 

cromossomo 17 (Newman et al., 1990). 

O PECAM (CD31) é um importante marcador das células endoteliais vasculares e 

células linfáticas. Baseado nisso, Sato e cols, em 2008, estudaram a distribuição de CD31 

em 15 ratos Wistar machos, na idade pós-natal (3,5 e 7 dias). Amostras congeladas de 

músculo masseter foram seccionadas coronalmente, e submetidos à técnica de 

imunoistoquímica por fluorescência com dupla marcação (CD31 e LYVE1). Os resultados 

apontaram uma rede vascular capilar com elevada densidade, entre os diferentes grupos 

experimentais (Sato et al., 2008). 

Como os capilares constituem uma vasta superfície de trocas de O2, substratos e 

metabólitos entre o sangue e órgãos e participam na contração do músculo esquelético 

(Poole et al., 2013), estudamos a imunomarcação da proteína CD31, nos diferentes 

protocolos experimentais propostos. 

2.9.3 Miosina (MyHC) 

 

A terceira classe de proteínas a ser estudada neste trabalho foi a miosina. Sua forma 

microscópica lembra um taco de golfe (Hayashida et al., 1991). A miosina é uma proteína, 

que se movimenta ao longo da actina, em presença de ATP, sendo ambas responsáveis pela 

contração muscular (Rhee and Hoh, 2008). Estas proteínas são as principais componentes 



 

18 
 

dos miofilamentos que, por sua vez, constituem o "esqueleto" das células musculares 

(Jacobelli et al., 2004). 

A miosina é considerada uma enzima do tipo mecanoquímica, ou seja, capaz de 

converter a energia química em mecânica, e por isso é também chamada de proteína motora 

(Deng et al., 1999). Estudos de sequência de DNA mostram mais de 10 classes de genes 

para miosina. Entretanto, três são os mais conhecidos: miosina I, miosina II, e miosina V. A 

estrutura molecular de todas mostra um sítio de ligação com ATP e com a actina (Stedman 

et al., 2004). 

A fim de investigar o efeito de uma redução da carga mastigatória sobre o masseter 

superficial, o temporal superficial e o músculo digástrico de coelhos Vreeke e 

colaboradores, em 2011, estudaram a composição de miosina (MyHC) e a área transversal 

de fibras correspondente. Analisaram os animais que tinham sido submetidos a uma dieta 

macia de 8 a 20 semanas e dos controles de uma dieta normal. A proporção e a área de 

seção transversal de fibras expressando co MyHC-I foram significativamente menores nos 

músculos masseter dos animais que tinham sido alimentados comida macia, que aqueles 

dos controles (Vreeke et al., 2011). 

Foi propósito, deste trabalho, marcar, por meio de reação imunoistoquímica para 

fibras musculares tipo I - lentas, as fibras musculares de masseter esquerdo, na presença do 

estresse crônico variado e da alteração oclusal por exodontia unilateral, isolados ou 

associados. 

 

2.10 Espécies Reativas de Oxigênio (ROS) 
 

As espécies reativas de oxigênio (ROS) são geradas em presença de O2 por 

mitocôndrias, células fagocitárias, peroxissomos e citocromo P450 em condições 

fisiológicas, e podem apresentar-se com uma dupla função no organismo humano (Wojcik 

et al., 2010). Tanto elas participam das cascatas de transdução de sinal celular, levando a 

ativação de alguns fatores de transcrição responsáveis pela regulação da expressão dos 

genes relevantes para o crescimento e diferenciação celular (Melo et al., 2011), quanto elas 

causam dano oxidativo ao DNA celular, proteínas e lipídios, resultando no início ou no 
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desenvolvimento, de numerosas doenças como câncer, doenças cardiovasculares, Diabetes 

mellitus tipo 2, catarata, artrite reumatóide ou doenças neuro-degenerativas diferentes 

(Milaeva, 2011). 

A ativação muscular repetida aumenta os radicais livres de oxigênio e afeta a função 

contrátil (Reid, 2008). Neste sentido, a exposição de músculos intactos, à água oxigenada 

(H2O2) permite a variação na sensibilidade de Ca2+, o que afeta a função das miofibrilas, 

(Allen et al., 2008). Esse mecanismo pode agir nos genes das células. Assim, Allen et al 

2008 buscaram avaliar quais fatores poderiam corroborar na adaptação do músculo 

esquelético, frente aos diferentes agentes externos. Os estresses abióticos, ou seja, aqueles 

que podem influenciar nos seres vivos, tais como seca, por exemplo, aumentam a produção 

de espécies reativas de oxigênio (ROS) em plantas (Jubany-Marí et al., 2010). Um aumento 

nos níveis de ROS pode provocar uma oxidação parcial ou severa dos componentes 

celulares, induzindo alteração nas células, e no metabolismo, o que é decisivo em condições 

de estresse. Este estado pode ser indicativo da participação do estresse oxidativo nos 

mecanismos celulares, pelos quais o organismo responde aos agentes estressores (Wojcik et 

al., 2010). 

Os compostos endógenos como a glutationa, ubiquinol, urato, bilirrubina assim 

como enzimas como a superóxido dismutase, a catalase, a glutationa peroxidase são ditas 

antioxidantes, e estão envolvidas na desintoxicação de ROS (Afanas'ev, 2011). Além disso, 

numerosos componentes dietéticos como vitamina C, a vitamina E, os carotenóides e os 

polifenóis, têm sido associados ao sistema de defesa antioxidante (Mcginley et al., 2009). 

Como as espécies reativas de oxigênio (ROS) são importantes para a função do 

músculo nas condições fisiológicas e patológicas (Reid, 2008) avaliamos a manifestação 

destas em músculo masseter profundo, expostos ao diferentes protocolos experimentais. 

 

2.11 Succinato desidrogenase (SDH) 
 

A etiologia das desordens temporomandibulares é multifatorial. A maloclusão pode 

afetar os músculos da mastigação causando fadiga. O maior tipo de fadiga é a metabólica, 

causada pelo aumento de metabólitos, como os fosfatos inorgânicos (Lisboa et al., 2010). 
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As alterações nos músculos mastigatórios foram descritos por Akagawa et al 1983, 

onde após aumento do dimensão vertical de oclusão em ratos, foi possível perceber uma 

sequência de reações teciduais: inflamação aguda, destruição de miofibrilas e pouca 

regeneração das células musculares (Akagawa et al., 1983). As alterações oclusais 

induzidas pela instalação de splints, para elevar a dimensão de oclusão, reduzem os níveis 

de energia durante os movimentos mastigatórios e são considerados como resultado do 

metabolismo oxidativo (Nishide, 1997). 

Larsson et al 1991 afirma que há diferentes tipos de fibras e que estas têm sido 

associadas às propriedades fisiológicas motoras do músculo, variando quanto ao tipo de 

contração: lenta (I), rápidas resistentes à fadiga (IIa) e rápidas não resistentes à fadiga (IIb) 

e manifestam-se com diferentes colorações após a reação histoquímica para succinato 

desidrogenase (SDH) (Dias et al., 2012). O tipo IIb é o tipo de fibra menos recrutado, mais 

rápido e mais fatigantes (Larsson et al., 1991). 

As fibras dos músculos mandibulares, como o masseter e o digástrico, são 

conhecidas pela sua adaptação aos fenótipos, diante de diferentes demandas funcionais 

(Arai et al., 2005). Assim, a adaptação do músculo masseter esquerdo, de ratos submetidos 

ao estresse crônico variado e à alteração oclusal por exodontia unilateral, isolados ou 

associados, tornou-se objeto deste estudo. 
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3 Proposição 
 
 

O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito do estresse crônico variado e da alteração 

oclusal  por exodontia em músculo masseter esquerdo, de ratos. 

 

O feixe superficial do músculo masseter esquerdo foi: 

 

• Fracionado ao meio no sentido ântero-posterior, congelado em gelo seco e triturado 

para: extrair e dosar: 

 MPO – Mieloperoxidase 

 Avaliar a atividade Gelatinolítica Total (GT); 

 

As características do feixe profundo anterior foram analisadas: 

 

• Após coloração, por Hematoxilina e Eosina (HE). 

• Ultraestruturalmente ao Microscópio Eletrônico de Transmissão 

• Imunoistoquimicamente: 

 

 Com o anticorpo anti Laminina e -CD31 do endotélio capilar; 

 Com o anticorpo anti- cadeia pesada da miosina (MyHC); 

 

• Histoquimicamente para Espécies Reativas de Oxigênio (EROS) 

 

• Histoquimicamente para Succinato desidrogenase (SDH) visando demonstrar a 

capacidade metabólica da fibra e sua resistência à fadiga. 
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4 Material e Métodos 

 
 
4.1 Experimento 
 
 
 4.1.1. Amostra/ Grupos experimentais: 
 
 

Para este estudo foram utilizados 20 ratos machos Wistar, pesando 

aproximadamente 200 g, distribuídos aleatoriamente em 04 grupos (Tabela 01): 

 

Tabela 01: Grupos experimentais dispostos de acordo com o tratamento experimental proposto. 
 

Grupos Experimentais (n=20) 

G I – Controle (n=5) Animais sem alteração oclusal e sem 

estresse crônico variado 

G II – Alteração Oclusal (AO) (n=5) Animais com alteração oclusal e sem 

estresse crônico variado 

G III – Estresse Variado (EV) (n=5) Animais sem alteração oclusal e com 

estresse crônico variado 

G IV – AO + EV (n=5) Animais com alteração oclusal e com 

estresse crônico variado 

 

 

Os animais foram procedentes do biotério Central da Universidade de São Paulo 

(USP), Campus Ribeirão Preto, mantidos em temperatura ambiente, controlada entre 22 à 

24°C e com timer programado para 12 horas de iluminação diários. Os animais receberam 

ração e água filtrada "ad libitum". Protocolo CEUA 11.1.130.53.5.(anexo). 

 

 

 



 

24 
 

4.1.2 Indução da alteração oclusal em animais: 

 

Inicialmente (Figura01-Dia 0) os animais do grupo experimental com alteração 

oclusal (GII e GIV), foram submetidos à anestesia Xilazina (10mg/kg) e Cetamina 

(70mg/kg), intraperitonialmente. Após assepsia e antissepsia do local cirúrgico com PVPI – 

Iodo Polvidini, os animais foram submetidos à exodontia de todos os molares superiores 

esquerdos, com o auxílio de uma Pinça anatômica infantil e de um Hollemback 3S, 

previamente esterilizados e banhados com Polivinilpirrolidonaiodo (PVPI). Como medida 

profilática, os animais receberam uma dose única de antibiótico (Pentabiótico veterinário 

pequeno porte - "Fort Dodge") na dosagem 24000 UI por Kg de peso corporal, e uma dose 

de anti-inflamatório-analgésico (Diclofenaco sódico -"Voltaren") na dose de 0,004ml/100g 

peso corpóreo. Os animais sem alteração oclusal (GI e GIII) foram submetidos ao mesmo 

tipo de estresse operatório para exodontia, ou seja: anestesia, uma dose única de antibiótico 

(Pentabiótico veterinário pequeno porte - "Fort Dodge") na dosagem 24000 UI das 

penicilinas por Kg de peso corporal, e uma dose de antiinflamatório-analgésico 

(Diclofenaco sódico -"Voltaren") na dose de 0,004ml/100g peso corpóreo; e posição 

cirúrgica em decúbito dorsal com boca aberta e mandíbula tracionada, porém, sem a 

exodontia propriamente dita. 

Parâmetros avaliados: indução da alteração oclusal por exodontia 

 

 

 

Figura 01: Tempo em dias e intervenções realizadas.  
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4.1.3 Protocolo estresse variado 
 

O estresse crônico variado foi realizado no laboratório de Fisiologia, supervisionado 

pela Profa. Dra. Christie Ramos Andrade Leite Panissi. Os ratos foram submetidos ao 

protocolo a partir do 14º. dia (Figura 01: Dia 14) após o tempo zero, com ou sem exodontia 

(Figura 01: D0)). O estresse crônico variado (G III e GIV) foi realizado durante tempo total 

de 10 dias, sem interrupção, com estressores diferentes em cada dia, adaptado de (Murua 

Vs, 1992; Gamaro et al., 2003). As situações estressoras foram as seguintes: 

Dia 01 e Dia 06: Caixa de agitação: Esse sistema está associado a um agitador 

orbicular onde os animais foram colocados individualmente em uma caixa sobre uma mesa 

agitadora durante 15 minutos. 

Dia 02 e Dia 07:  Frio- Os animais foram colocados em refrigerador a uma temperatura 

de 4º. C por 10 minutos. 

Dia 03 e Dia 08: Nado Forçado: foi realizado em um tanque circular em acrílico 

transparente com 50 cm de altura e 35 cm de diâmetro, preenchido com água até uma altura 

de 22 cm, evitando o contato do animal com o chão ou com a borda superior quando este 

permanece em livre movimentação na posição vertical. A temperatura da água foi 

controlada e mantida a 23 ± 1ºC. O tempo deste procedimento foi de 15 minutos. 

Dia 04 e Dia 09: Restrição Forçada: foi realizada utilizando estrutura metálica, de 15 cm de 

comprimento e 05 cm de diâmetro onde os animais (n=10) foram colocados neste aparato, 

que possui ventilação adequada ao longo do seu comprimento, e as suas extremidades 

fechadas, ficando em situação de restrição física, já que não foi permitido seu movimento  

Dia 05 e Dia 10:  Privação de Água: foi removido o bebedouro por 24 horas. Das 9 

horas do dia anterior até às 9 horas da manhã do dia seguinte. 

 

4.1.4 Delineamento experimental 

 



 

26 
 

Os animais, com e sem alteração oclusal, submetidos ou não ao estresse crônico 

variado e seu respectivo controle, foram pesados, anestesiados, tiveram o fragmento de 

músculo removido e então foram submetidos à eutanásia por decapitação. O músculo 

masseter esquerdo foi fragmentado em partes: superficial (superior e inferior) e profundo 

(anterior, médio e posterior) (Figura 2). 

a) O feixe superficial dividido ao meio no sentido ântero-posterior, foi congelado em 

gelo seco e posteriormente, triturado no polytron, para extrair e dosar mieloperoxidase 

(MPO), que é diretamente proporcional ao número de polimorfonucleares (PMNs) e 

dosar a Atividade Gelatinolítica Total; 

b) O fragmento anterior do feixe profundo foi congelado em nitrogênio líquido, fazendo 

uso de rolhas e talco inerte para as técnicas de imunoistoquímica anti-laminia e anti 

alpha CD31 e ROS; 

c) Em outros animais, submetidos ao mesmo tratamento experimental, o fragmento 

anterior do feixe profundo foi coletado em Paraformaldeído 4%, para as técnicas de 

hematoxilina-eosina, imunoistoquímica anti-miosina, realizados em corte obtidos de 

amostras incluídas em parafina. 

d) O fragmento médio-posterior do feixe profundo foi congelado fazendo uso de rolhas, 

nitrogênio líquido e talco inerte para a técnica histoquímica de SDH. 

e) O feixe anterior/médio anterior foi destinado para MET, onde o fragmento foi imerso 

em fixador de Karnovsky, preparado em tampão fosfato 0,1 M pH 7,2, e pós-fixados 

com tetróxido de ósmio 1% em tampão fosfato 0,1M pH 7,2. 

MASSETER PROFUNDO

 

Figura 02: Ilustração da divisão do músculo masseter profundo. A = Anterior (HE, IHP Laminina, IHP Alpha 
CD31, Miosina e ROS), MA = média anterior (mais para anterior) para MET, MP= porção média posterior 
(SDH) e P= posterior (não foi utilizado). 
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4.2. Técnica para dosar Mieloperoxidase - MPO  
 

O feixe superficial do músculo masseter foi coletado, cortado ao meio no sentido 

ântero - posterior, e a porção superior armazenado em criotubo e congelado em gelo seco 

para a técnica de MPO. A amostra foi triturada no polytron, visando extrair e dosar 

mieloperoxidase (MPO), que é diretamente proporcional ao número de polimorfonucleares 

(PMNs) presentes no tecido. A quantidade de MPO, em cada amostra de músculo triturado, 

foi medida enzimaticamente pela suspensão do material em 2.0ml de 

Hixadeciltrimetilamônio e 0,5% brometo (Sigma Chemical Co, St Louis, Mo USA) em 

50mM de tampão de fosfato de potássio, pH 5.4 para solubilizar MPO (Brandley and 

Schnaar, 1985). Depois disso, a MPO foi avaliada espectrofotometricalmente pela adição 

de 1.6mM de tetrametil benzidina (Sigma Chemical Co) diluído em -dianisidina 

dicloridrato (Sigma Chemical Co) e 0.5mM peróxido de hidrogênio em placas Costar de 96 

poços (Corning Inc., New York, NY, USA). A leitura colorimétrica foi realizada em um 

comprimento de onda de 450nm após a adição de 4M H2SO4, e as placas foram lidas usando 

micro placas leitoras µQuanttm (Bio-Tek instruments Inc, Winooski,VT,USA). Uma curva 

padrão foi gerada usando Polimorfonucleares (PMNs). Os PMNs foram isolados a partir do 

sangue, pelo gradiente-densidade da centrifugação (Bozeman et al., 1990) e suspensos para 

1x106 células/ ml em PBS. 

Parâmetros avaliados: número de polimorfonucleares (PMNs) presentes no tecido. 

 

4.3 Técnica para atividade Gelatinolítica Total - GT  
 

O músculo masseter superficial inferior, de cada grupo, foi coletado, acomodado em 

gelo seco e, armazenado em freezer -80º C. O músculo foi então triturado com auxílio de 

tampão de extração de proteína (Tris-CaCl2 contendo Phenatrolina e PMSF a 5 mM) e 

adicionado na proporção de 100 ul para cada 0,1g de tecido em seguida 60 ug de proteína 

desse extrato e misturado com tampão não redutor, e levado ao gel de corrida. O gel de 

corrida utilizado foi preparado no próprio laboratório contendo poliacrilamida a 12% e 

gelatina a 0,1% (detalhes da confecção estão na forma de filme), no site da FORP, no link 

Videoteca, www.forp.usp.br. O gel de corrida consiste em uma eletroforese em um sistema 
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SDS/PAGE, o qual inclui um substrato da enzima (gelatina) aplicada no gel de separação, 

permitindo assim a observação e a quantificação da atividade das metaloproteínas (Gerlach 

et al., 2005) (Souza-Tarla et al., 2005). O padrão de comparação (soro fetal bovino) foi 

aplicado na primeira canaleta, no intuito de possibilitar comparações entre os animais. Na 

separação de protéinas pelo sistema SDS-PAGE, cada molécula de proteína se ligou a um 

grande número de moléculas do detergente dodecil sulfato de sódio (SDS) carregado 

negativamente, superando a carga intrínseca da proteína, migrando em direção ao eletrodo 

positivo, quando a voltagem foi aplicada. As proteínas, do mesmo tamanho, migraram, 

através do gel, com velocidades similares, pois sua estrutura nativa foi completamente 

desdobrada pelo SDS. Após a corrida, o gel (zimograma) foi submetido a dois banhos de 

solução renaturante de Triton X-100 a 2% e, incubados em tampão Tris-CaCl2 por 18 horas 

a temperatura de 37° C. Em seguida o gel foi corado com Comassie Blue G-250 (Figura 3 

A) e descorado com uma solução de metanol e ácido acético (Figura 3 B). 
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Figura 03: Fotografias de géis de poliacrilamida com as amostras de músculo masseter de ratos, submetidos 
ao protocolo de Gelatinase Total, A- gel corado em Comassie Blue B- a fotografia do gel obtida em software 
Kodak EDAS290. 
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A atividade gelatinolítica foi detectada como bandas descoradas sobre o fundo de 

gelatina corada com Comassie Blue (Figura 3- A). A avaliação da atividade enzimática foi 

feita através do software Kodak EDAS290 (Figura 4- B) e quantificadas através do 

software GeneTools (Figuras 4,5 e 6). 

Parâmetros avaliados: atividade gelatinolítica em músculo masseter superficial inferior. 
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Figura 04: Sequência esquemática do uso do software GeneTools para quantificação das bandas dos 
diferentes grupos experimentais propostos. A- a imagem fotografada do gel aberta em Power Point, B- 
imagem cortada/editada de modo a ficar restrita a área de gel e C- Tela inicial do programa Gene Tools. 
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Figura 05: Sequência esquemática do uso do software GeneTools para quantificação das bandas dos 
diferentes grupos experimentais propostos. A- área de bandas a serem quantificadas no programa é 
selecionada, B- Seleciona e alinha a primeira banda (padrão) e C- Selecionada e alinhada a última banda do 
gel. 
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Figura 06: Sequência esquemática do uso do software GeneTools para quantificação das bandas dos 
diferentes grupos experimentais propostos. A- alinhada a quarta banda, B- Alinhada a última banda e C- 
resultado oferecido pelo programa banda a banda. 
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4.4 Hematoxilina e Eosina (HE) e Imunoistoquímica (IHC) 
 

4.4.1 Obtenção de amostras para técnicas de hematoxilina e eosina (HE) e 

imunoistoquímica (IHC) anti- Miosina tipo I: 

 

O fragmento anterior do feixe profundo do músculo masseter foi coletado e, 

rapidamente, imerso em Paraformaldeído 4%, e submetido ao protocolo de rotina para 

inclusão das peças em parafina. As peças foram cortadas em 5 m de espessura e coletados 

em lâminas silanizadas (3-aminopropyltrietoxy-silane, Sigma Aldrich, USA), dois a quatro 

cortes por lâmina. 

 

Técnica de Hematoxilina e Eosina - HE 

 

As lâminas foram processadas de acordo com a técnica histológica de rotina para cortes 

em parafina, coradas por imersão em hematoxilina e eosina, seguido pela passagem em 

álcool 95% rapidamente; álcool absoluto I por 3 minutos; álcool absoluto II por 3 minutos; 

álcool absoluto III por 3 minutos; xilol I por 3 minutos; xilol II por 3 minutos; xilol III por 

3 minutos e montadas com Entellan.  

As lâminas coradas em HE foram analisadas em microscopia de luz, para avaliação 

qualitativa e quantitativa da morfologia geral do músculo em situações de estresse crônico 

variado e alteração oclusal por exodontia unilateral, em relação ao controle. Foram obtidas 

03 imagens (Mandarim-De-Lacerda, 2003) de cada animal em aumento de 200x para 

quantificação em fotomicroscópio Olympus BX61 Essa análise permitiu verificar se as fibras 

musculares e o tecido conjuntivo de sustentação se alteram nas diferentes condições 

experimentais.  

Parâmetros avaliados: morfologia do tecido, corado em HE. 

 

Técnica para imunoistoquímica em parafina– IHC para miosina (MyHC) 

 

As peças, inclusas em parafina, foram cortadas em 05 m de espessura e coletados em 

lâminas silanizadas (3-aminopropyltrietoxy-silane, Sigma Aldrich, USA), dois a quatro 

cortes por lâmina, em três profundidades diferentes. A cada lâmina completada, 50 cortes 
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de 5um foram descartados, até a coleta para a próxima lâmina. A imunoistoquímica foi 

realizada, utilizando o método indireto com sistema de amplificação (biotina - streptavidina 

- peroxidase). Em uma cubeta de vidro, os cortes foram desparafinizados em xilol e 

hidratados em uma série decrescente de álcool (absoluto, 80% e 50%) e água. Em seguida 

foram imersos em H2O2, 20 volumes (Dinâmica, Brasil) - 2x por 6 min, para inativar a 

atividade da peroxidase endógena, existente no tecido, e lavados em água destilada e 

tampão PBS. Para o bloqueio de outras proteínas inespecíficas presentes no tecido, os 

cortes foram incubados em câmara úmida com uma solução de BSA 3% (Pentex, USA) em 

tampão PBS por 30 min à temperatura ambiente, para diminuir a reação de fundo 

(marcação inespecífica). 

Após breve lavagem em tampão PBS, os cortes foram incubados em anticorpo anti- 

miosina (Anti-Slow Skeletal Myosin Heavy chain antibody AB11083). O anticorpo foi 

diluído em solução de BSA 1% em PBS. As diluições e o tempo de incubação foram 

otimizados em 1:1000 overnight. Passado o tempo de incubação no anticorpo primário anti- 

Miosina, os cortes foram lavados em PBS e submetidos ao “Kit” DAKO LSAB 690 

(Cytomation, Dinamarca) de amplificação, por 2 horas. Após cada reagente os cortes foram 

lavados em PBS. As reações foram reveladas por 3 minutos à 37°C em uma solução 

contendo DAB (3,3 diaminobenzina, Sigma Aldrich, USA) – a revelação se dá pela reação 

química entre o DAB, a peroxidase do anticorpo secundário e o peróxido de hidrogênio 

adicionado na solução de revelação, formando um precipitado marrom, insolúvel e 

permanente. Ao final da revelação, os cortes foram lavados em água destilada, contra 

corados com hematoxilina de Harris (Dinâmica, Brasil) por 1minuto e 30 segundos, e 

desidratados em sequência crescente de álcoois. Por fim, as lâminas foram montadas com 

Entelan. 

Como controle negativo, em todas as reações realizadas, o corte localizado mais 

superiormente, foi submetido ao mesmo tratamento, omitindo-se somente os anticorpos 

primários, utilizando no lugar destes a solução de diluição (BSA 1% em PBS). Deste modo, 

cada lâmina, destinada à imunoistoquímica, teve seu próprio “controle negativo”. 
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Todas as lâminas processadas foram analisadas por completo, e a quantidade de 

fibras tipo I imunomarcadas foram quantificadas a partir de imagens obtidas no 

fotomicroscópio Olympus BX61. 

Parâmetros avaliados: marcação imunoistoquímica das fibras lentas compatíveis com 

miosina tipo I. 

 

4.4.2 Técnica para imunoistoquímica em corte congelado- IHC para Alpha CD 31 e 

Laminina 

 

O fragmento anterior do músculo masseter profundo (ver Figura 05) foi congelado 

por imersão, em nitrogênio (-150°C), durante 1 minuto, protegido com talco inerte e 

acomodado em uma rolha (Figura 10). Após esse tempo, o material foi acondicionado em 

papel alumínio, identificado e levado ao freezer à -80°C. Após isso, foi transferido para a 

câmara de um micrótomo criostato à -20°C, visandoa realização de cortes transversais de 

05 m de espessura. 

As reações de imunoistoquímica tanto para Alpha CD31 (anti- CD31 antibody 

ab28364) quanto para Laminina (anti-laminin antibody ab11575) foram padronizadas em 

uma concentração de 1: 100. Os cortes foram expostos ao bloqueio da peroxidase endógena 

por 6 minutos, ao bloqueio dos sítios inespecíficos com BSA 3% por 20 minutos e ao 

anticorpo primário overnight. Passado o tempo de incubação no anticorpo primário anti- 

alpha CD31 e anti- Laminina, os cortes foram lavados em PBS e submetidos ao “Kit” 

DAKO 0411 (Cytomation, Dinamarca) de amplificação, por 2 horas. 

Após a reação, 05 imagens de cada animal (Mandarim-De-Lacerda, 2003) foram 

obtidas em aumento de 400x e quantificadas.  

Parâmetros avaliados: endotélio capilar imunomarcado com anticorpos anti- laminina e 

anti-alpha CD31. 

 

4.5 Técnicas para Microscopia Eletrônica de Transmissão – MET 
 

Um fragmento da porção anterior do feixe profundo do músculo masseter de cada 

animal foi coletado, e, rapidamente, imerso em solução fixadora contendo fixador de 
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Karnovsky. Após o período de fixação, as peças foram processadas e incluídas em resina. 

Os fragmentos de músculo masseter profundo esquerdo destinados à MET, foram fixados 

durante 6 horas a uma temperatura de 4 oC, por imersão, em fixador de Karnovsky 

preparado em tampão fosfato 0,1 M pH 7,2, e pós-fixados com tetróxido de ósmio 1% em 

tampão fosfato 0,1M pH 7,2, por 1 hora em temperatura ambiente. Em seguida, as amostras 

foram desidratadas em concentrações crescentes de acetona P.A (50, 70, 80, 90%) e 03 

trocas em acetona P.A pura. Após a desidratação, as amostras foram infiltradas 

gradualmente com resina Spurr. As amostras foram incluídas na resina pura em moldes de 

silicone, e levadas em estufa 60 oC, por 48 horas, onde foram polimerizadas. 

Cortes semi- finos, com 1 m de espessura, foram obtidos. Os cortes semi-finos 

foram corados com azul de toluidina 1% em borato de sódio e observados em microscópio 

de luz, para seleção da área de interesse. Em seguida, os blocos foram trimados e cortes de 

70 – 90 nm de espessura obtidos em um ultramicrótomo, equipado com navalha de 

diamante. Os cortes foram coletados em grades de cobre (200 mesh) e contrastados com 

acetado de uranila (solução alcoólica) e citrato de chumbo. As grades contendo os cortes 

foram analisadas em Microscópio Eletrônico de Transmissão (JEM 1400- Japão). 

Parâmetros avaliados: características ultraestruturais das mitocôndrias e das cisternas do 

retículo sarcoplasmático. 

 

4.6 Técnica histoquímica para Espécies Reativas de Oxigênio – ROS 
 

As amostras foram cortados em criostato, a 5 m de espessura, e incubados com 

Diidroetídeo (DHE -Dihydroethidium) por 15 minutos em câmara úmida e escura a uma 

concentração de 10-5 ug/mL. Após a incubação os cortes foram lavados com tampão salina 

fosfato (PBS) e fixados em PFA 4% por 15 minutos. Com auxílio de um microscópio de 

fluorescência (Olympus BX61) acoplado a câmera fotográfica (Olympus DP72), as imagens 

dos cortes (n=10) foram obtidas em um aumento de 400x.  

Parâmetros avaliados: quantidade de espécie reativa de oxigênio, em músculo masseter 

submetidos aos diferentes protocolos experimentais. 
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4.7 Técnica histoquímica para Succinato Desidrogenase - SDH 
 

O fragmento do terço médio posterior do músculo masseter profundo foi congelado 

por imersão, em nitrogênio (-150°C), durante 1 minuto (Figura 07). Após esse tempo, o 

material foi acondicionado em freezer à -80°C e depois transferido para a câmara de um 

micrótomo criostato à -20°C, para a realização de cortes transversais de 5 m de espessura. 

A técnica histoquímica para demonstração da succinato desidrogenase (SDH) foi 

realizada em lâminas contendo cortes de músculos incubando-as solução de succinato de 

sódio e nitroblue tetrazolium (NBT – Sigma Aldrich), a 37°C, por 30 minutos. Em seguida 

foram lavadas com água destilada, fixadas em formol Cálcio Backer, por 5 minutos, 

novamente lavadas com água destilada, e por fim montadas com Bálsamo do Canadá. A 

partir de cada secção transversal de músculo, 5 imagens (Mandarim-De-Lacerda, 2003) 

foram sistematicamente capturadas com a objetiva de 20x. 

As quantidades de fibras claras, intermediárias e escuras foram obtidas a partir da 

reação histoquímica (SDH). Esta análise permitiu avaliar se a atividade enzimática das 

fibras variam sob as diferentes condições experimentais e, desta forma compreender se 

alteram as funções musculares. 

Parâmetros avaliados: atividade metabólica de secções de músculo masseter 

expostos aos diferentes protocolos. 



 

39 
 

 

Figura 07: Simulação da Técnica de Congelamento com Nitrogênio líquido e rolha. Em A –Rolha que foi 
cortada transversalmente; B- Isopor contendo nitrogênio líquido; C- Talco inerte; D- OCT- Tissue Tek; E- 
Tissue Tek sendo acomodado sobre a rolha; F- Rolha com Tissue Tek; G- Amostra acomodada sobre a rolha 
com Tissue Tek; H- Amostra envolta em talco inerte; I- Congelamento do conjunto (H) em nitrogênio líquido 
(B). 

 

4.8 Análise Estatística 
 

Observada a normalidade dos dados, a média e o erro padrão da média (SEM) foram 

obtidos, para posterior análise estatística em Anova fatorial seguido de Tukey test, com 

nível de significância de p<0,05. 
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5 Resultados 
 

O feixe superficial do músculo masseter ipsilateral à exodontia foi dividido no 

sentido ântero-posterior e analisado por meio de MPO e GT. 

 

5.1 Quantificação de polimorfonucleares por Mieloperoxidase – MPO 
 

O número de polimorfonucleares não revelou diferença estatística (p<0,05) entre os 

diferentes protocolos experimentais propostos, quando comparados iguais quantidades de 

tecido, em miligrama (Figura 08 e tabela 02). 

 

 

Figura 08: Representação gráfica dos resultados estatísticos dos grupos experimentais propostos após reação 
de Mieloperoxidase (MPO), dispostos de acordo com quantidade de polimorfunucleares por miligrama de 
tecido. Não houve diferença estatisticamente significante. Anova e Tuckey. Prisma 3.0. 

 

 

 

Tabela 02: Valores de média e erro padrão da média (SEM) dos grupos experimentais propostos, com relação 
ao número polimorfonucleares por miligrama (mg) de tecido, submetidos à  reação de mieloperoxidase 
(MPO). 
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MPO 

 MEDIA SEM N 

G I - Controle 445.6 149,9 5 

G II – Alteração 
Oclusal (AO) 

285.6 22.4 5 

G III – Estresse 
Variado (EV) 

476.8 201.3 5 

G IV – AO + EV 301.2 69.4 5 

 

 
5.2 Expressão de metaloproteinases por Gelatinase Total - GT 
 

As amostras, devidamente diluídas e preparadas, do feixe superficial inferior do 

músculo masseter foram reveladas em gel de poliacrilamida (Figura 09) e coradas com 

Comassie Blue G-250 e apresentaram bandas compatíveis com a MMP-2 reconhecidas 

como 72 Kda, as quais não foram diferentes estatisticamente entre os grupos (Figura 10 e 

Tabela 03).  
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Figura 09: Fotografias dos géis após reação para quantificação da gelatinase total. Em vermelho está 
representado o grupo controle GI- sem estresse e sem alteração oclusal, em amarelo o grupo G II com 
alteração oclusal e sem estresse, em azul os animais do grupo G III sem alteração oclusal e com estresse e em 
verde grupo G IV- com alteração oclusal e com estresse.  
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Figura 10: Representação gráfica dos resultados estatísticos dos grupos experimentais propostos após reação 
de Zimografia para Gelatinase Total (GT), dispostos de acordo com quantidade de proteínas com peso 
molecular de 72 kilodaltons (Kda). 
 
 
Tabela 03: Valores de média e erro padrão da média (SEM) dos grupos experimentais propostos, 
com relação às bandas relativas aos pesos moleculares de 72 Kda. 
 

GELATINASE TOTAL – GT -72 KDA 

 MEDIA SEM N 

G I - Controle 54.2 7.7 5 

G II – Alteração 
Oclusal (AO) 

58.1 8.8 5 

G III – Estresse 
Variado (EV) 

69.6 7.2 5 

G IV – AO + EV 65.7 5.3 5 

 

 

Diferentes porções do músculo masseter profundo, ipsilateral à exodontia, foram 

analisadas por meio de Hematoxilina Eosina (HE), Microscopia Eletrônica de Transmissão 

(MET), Espécies Reativas de Oxigênio (ROS), Imunoistoquímica (IHC) e reação 

histoquímica de Succinato Desidrogenase (SDH). 
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5.3 Hematoxilina e Eosina - HE 
 

5.3.1 Análise qualitativa ao microscópio de luz 

 

A análise qualitativa das lâminas permitiu avaliar o efeito do estresse e da alteração 

oclusal por exodontia, nas características histológicas do feixe profundo anterior do 

músculo masseter, bem como na quantidade de fibras musculares por área nos diferentes 

grupos experimentais (Figura 11). Foram capturadas imagens no aumento de 400X 

utilizando um microscópio de luz Olympus BX61 acoplado a uma câmera digital. 

No grupo controle - GI foram observadas fibras musculares arredondadas, de 

tamanhos ligeiramente diferentes, com núcleos periféricos regularmente distribuídos nos 

fascículos. O tecido conjuntivo entre estes fascículos revelou vasos sanguíneos, feixes de 

fibras nervosas, fusos neuromusculares e especificamente o endomísio com capilares 

evidentes. Essas características caracterizam o aspecto normal do tecido (Figura 11-A). No 

grupo GII, submetidas à exodontia, as fibras apresentaram diâmetros variados e contornos 

angulados, com núcleos de localização central, ou em deslocamento restritos a 

determinadas regiões. O endomísio apresentou características dos capilares semelhantes ao 

controle e ausência de células inflamatórias (Figura 11-B). 

O grupo GIII, de animais submetidos ao estresse crônico variado isolado, revelou, 

em alguns fascículos, fibras com grandes diâmetros, arredondadas e isoladas, entre fibras 

de pequeno diâmetro e contorno angulado. Foram notáveis as discrepâncias entre os 

tamanhos das fibras. O endomísio mostrou aspecto normal (Figura 11-C). 

Por fim, no grupo GIV, cujos animais foram submetidos à exodontia associada ao 

estresse crônico variado, nota-se fascículos isolados, com a grande maioria das fibras de 

contorno angulado e núcleos localizados na porção central ou em deslocamento. Há fibras 

de diâmetros muito menores que as demais fibras, e também é marcante seu contorno 

angulado. O endomísio aparece com aspecto de normalidade, mas espesso entre as fibras 

em atrofia (Figura 11-D). 
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Figura 11: Fotomicrografias de músculo masseter de ratos, corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina 
(HE) sendo: Em A- o grupo controle GI: sem estresse e sem alteração oclusal, em B o grupo G II: com 
alteração oclusal e sem estresse. Notar fibras de diâmetros variados (setas amarelas), núcleos de localização 
central (seta vermelha) e ausência de células inflamatórias no endomísio (seta verde), em C os animais do 
grupo G III: sem alteração oclusal e com estresse. Notar fibras de grande diâmetro (seta amarela) e fibras de 
pequeno diâmetro (seta verde) e em D grupo G IV: com alteração oclusal e com estresse. Notar fascículos 
isolados (seta amarela), fibras com contorno angulado (seta vermelha) e células com núcleo em deslocamento 
(seta verde). Aumento de 400x. 
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5.3.2 Análise quantitativa 

 

A análise da área de músculo de cada animal foi feita pelo Método de Contagem 

Diferencial de Pontos (Mandarim-De-Lacerda, 2003), onde um sistema-teste de 80 pontos 

foi sobreposto aos campos previamente capturados (n=3) em aumento de 200x. A área 

relativa de células musculares foi determinada pela relação entre os pontos que estivessem 

sobre tecido muscular (Pp) e o total de pontos da grade teste (Pt), sendo representada pela 

seguinte fórmula: Vv = Pp/Pt (%) (Figura 12)  

 

 
Figura 12: A Fotomicrografia de músculo masseter corado em Hematoxilina e Eosina, capturada em aumento 
de 200x, submetida ao programa IMAGE J, B fotomicrografia com grade de 80 pontos sobreposta, para 
contagem dos pontos de fibras musculares por área. 
 

 

 

Verificada a normalidade dos dados, realizou-se teste estatístico ANOVA fatorial, 

seguido de Tukey. Não houve diferença estatisticamente significante (p<0,005) entre os 

diferentes grupos experimentais propostos, com relação à quantidade de fibras musculares 

por área de secção quantificada, através do Software livre Image J (Figura 13 e tabela 04). 
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Figura 13: Representa os resultados estatísticos da quantificação do número de fibras musculares por área, a 
partir de um tecido corado em HE, em um aumento de 200x. Não houve diferença estatística significativa 
entre os grupos experimentais. Letras diferentes revelam diferenças estatísticas. 
 
 
 
 
 
Tabela 04: Valores de média e erro padrão da média (SEM) dos grupos experimentais propostos com relação 
ao número de fibras quantificadas por meio de reação HE. Onde GI- grupo de animais sem estresse e sem 
alteração oclusal, G II: animais com alteração oclusal e sem estresse, em GIII animais sem alteração oclusal 
e com estresse e em G IV-  animais com alteração oclusal e com estresse. Alteração oclusal (AO) por 
exodontia unilateral e Estresse Crônico Variado (EV) 
 

HE 

 MEDIA SEM  N 

G I - Controle S 63,14 7,7 5 

G II – Alteração 

Oclusal (AO) 

65,08 6 5 

G III – Estresse 

Variado (EV) 

68,56 2,6 5 

G IV – AO + EV 65,76 3,4 5 
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5.4 Análise ultraestrutural por Microscopia Eletrônica de Transmissão - MET 
 

A análise ultraestrutural das fibras musculares do grupo controle (GI) mostrou 

núcleo alongado sob o sarcolema, com as miofibrilas preenchendo o sarcoplasma, 

circundadas por cisternas do retículo sarcoplasmático de contorno regular e túbulos T. 

Além disso, foi possível visualizar numerosas mitocôndrias intermiofibrilares sem sinais de 

inchaço. Em maior aumento, foram evidentes as cristas mitocondriais, membrana interna e 

espaço intermembrana (Figura 14-A). 

No grupo submetido à exodontia (GII) as características gerais das fibras estavam 

dentro da normalidade. Em determinados lugares, as cisternas do retículo mostraram 

contorno irregular, com uma perda da continuidade da membrana e as mitocôndrias 

intumescidas com desarranjo das cristas mitocondriais e da membrana interna (Figura 14-

B). 

O grupo submetido ao estresse crônico variado isolado (GIII) revelou rompimento 

das cisternas do retículo sarcoplasmático em determinadas regiões da fibra, e 

desaparecimento das membranas do retículo sarcoplasmático, permanecendo entre as 

miofibrilas seccionadas transversalmente, áreas elétron-lúcidas irregulares (Figura 14-C). 

No grupo de estresse crônico variado associado à exodontia (GIV) foi evidente o 

desaparecimento da membrana do retículo sarcoplasmático, permanecendo no local 

algumas áreas elétron-lúcidas irregulares associadas ao desarranjo no contorno das 

miofibrilas. As mitocôndrias estão túrgidas, com desarranjo ou desaparecimento das cristas 

mitocondriais e rompimento das membranas interna e externa. Foram notadas áreas em que 

as miofibrilas ficaram contínuas umas às outras (Figura 14-D). 
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Figura 14: Fotomicrografias em aumento de 60.000 x, de cortes de músculo masseter esquerdo de ratos, 
preparados para visualização em Microscópio Eletrônico de Transmissão. Em A- o grupo controle GI- sem 
estresse e sem alteração oclusal, em B o grupo G II com alteração oclusal e sem estresse, em C os animais do 
grupo G III sem alteração oclusal e com estresse e em D grupo G IV- com alteração oclusal e com estresse 
crônico variado. Setas vermelhas indicam mitocôndrias intumescidas, Setas amarelas sinalizam rompimento 
das vesículas do retículo sarcoplasmático e setas verdes indicam áreas eletron-lúcidas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

51 
 

5.5 Imunoistoquímica - IHC 
 

Foi proposto neste estudo a avaliação do feixe profundo anterior do músculo masseter 

de ratos, submetidos ou não ao estresse variado e à alteração oclusal por meio de reação de 

imunoistoquímica para Lamininia, Alpha CD31 e Miosina. A formação/ morfologia dos 

capilares foi avaliada por meio da reação antígeno - anticorpo contra a laminina e -CD31 

do endotélio e a distribuição das fibras do tipo I marcadas com o anticorpo para cadeia 

pesada da miosina (MyHC). 

 

5.5.1 Resultados Laminina 

 

Os cortes congelados dos músculos foram obtidos a partir da técnica de congelamento, 

cortados em micrótomo criostato e colocados sobre as lâminas. 

Após o procedimento de imunomarcação para a glicoproteína laminina a presença 

capilares foi revelada como formação circular de coloração marrom entre as fibras 

musculares seccionadas transversalmente.  

A análise das fotomicrografias (n=06) revelou no grupo controle GI capilares com luz 

aberta e contorno regular entre as fibras musculares (Figura 15-A), enquanto no grupo com 

alteração oclusal GII, após a exodontia, os capilares mostraram diâmetros variados, alguns 

com lúmen reduzido e outros, com lúmen dilatado (Figura 15-B). 

O grupo III, submetido ao estresse crônico variado, sugere maior número de capilares 

com diâmetros variados (Figura 15-C). O grupo IV, submetido à exodontia associada ao 

estresse, apresentou capilares com diâmetros variados, no entanto, foram mais frequentes 

regiões revelando capilares de lúmen contraído (Figura 15 D). 
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Figura 15: Fotomicrografias em aumento de 400 x, de cortes de músculo masseter esquerdo de ratos 
congelados e submetidos à reação de imunoistoquímica anti- laminina. A= GI- grupo de animais sem estresse 
e sem alteração oclusal, B= G II: animais com alteração oclusal e sem estresse, seta vermelha capilar com 
lúmen dilatado, seta verde: capilar com lúmen reduzido em C= GIII animais sem alteração oclusal e com 
estresse. Setas vermelhas indicam aumento no número de capilares bem como presença de lúmen contraído. 
D= G IV- animais com alteração oclusal e com estresse. Alteração oclusal (AO) por exodontia unilateral e 
Estresse Crônico Variado (EV). Setas vermelhas indicam lúmen contraído enquanto as setas verdes indicam 
lúmen dilatado. Todas as lâminas foram submetidas à revelação com DAB por 30 segundos. 
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5.5.2 Resultados Alpha CD31- PECAM 

 

Os cortes congelados foram obtidos a partir da técnica de congelamento, cortados em 

micrótomo criostato e colocados sobre as lâminas Após o procedimento de marcação para 

imunoistoquímica (Figura 16). Imagens (n=06) foram obtidas por campo e a quantidade de 

marcação para Alpha CD31 foi quantificada na sua totalidade (Figura17): 

Os grupos com exodontia isolada (GII) e estresse crônico variado (GIII) ou 

associados à exodontia (GIV) apresentaram tendência ao aumento dos capilares (Figura 18 

e Tabela 5). 

A análise qualitativa dos grupos permitiu afirmar que no grupo de animais onde 

houve a alteração oclusal (GII) os fascículos de capilares aparentavam estar normais com 

alguns capilares contraídos, quando comparados ao grupo controle (GI). No grupo com 

estresse variado (GIII) foi possível visualizar capilares com a luz aberta e com as fibras 

anguladas. Por fim, no grupo com alteração oclusal e estresse variado associado (GIV) 

foram encontrados, em geral, capilares contraídos. 
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Figura 16: Fotomicrografias em aumento de 400 x, de cortes de músculo masseter esquerdo de ratos 
congelados e submetidos à reação de imunoistoquímica anti- Alpha CD 31. A= GI- grupo de animais sem 
estresse e sem alteração oclusal, B= G II: animais com alteração oclusal e sem estresse, setas amarelas 
indicam capilares com lúmen reduzido e lúmen dilatado, em C= GIII animais sem alteração oclusal e com 
estresse. Setas amarelas indicam aumento no número de capilares e em D= G IV- animais com alteração 
oclusal e com estresse. Setas amarelas indicam aumento no número de capilares bem como diâmetros 
contraídos. Todas as lâminas foram submetidas à revelação com DAB por 3 minutos. 

 



 

55 
 

 
 

 

Figura 17: A Fotomicrografia de músculo masseter submetido à reação de imunoistoquímica anti-Alpha CD31, 
capturada em aumento de 400x, submetida ao programa IMAGE J, B fotomicrografias para contagem das 
imunomarcações identificadas por área 
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Figura 18: Representa os resultados estatísticos da quantificação do número de pontos por área marcados em reação 
imunoistoquímica anti- Alpha CD31, em um aumento de 400x. Não houve diferença estatística significativa entre os 
grupos experimentais. 

 

 

Tabela 05: Valores de média e erro padrão da média (SEM) dos grupos experimentais propostos com relação 
marcação da reação imunoistoquímica anti - Alpha CD31. GI- grupo de animais sem estresse e sem alteração 
oclusal, G II: animais com alteração oclusal e sem estresse, em GIII animais sem alteração oclusal e com 
estresse e em G IV-  animais com alteração oclusal e com estresse.  

Alpha CD 31- PECAM 

 MEDIA SEM  N 

G I – Controle 22,7 4,4 5 

G II – Alteração Oclusal 

(AO) 

45,2 7,3 5 

G III – Estresse Variado 

(EV) 

40,2 8,0 5 

G IV – AO + EV 48.37 3,1 5 

 

 

5.5.3 Resultados para Miosina - MyHC 

 

Essa reação permitiu identificar as fibras musculares imunomarcadas com o anticorpo 

para cadeia pesada de miosina do tipo I, ou seja, as de contração lenta. Escassas fibras com 

esta característica foram notadas no feixe profundo anterior do músculo masseter, 
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revelando predomínio de fibras de contração rápida neste feixe. Essas fibras 

imunomarcadas estavam próximas à fusos (Figura 19) 

 

 
Figura 19: Fotomicrografias de cortes de músculo masseter esquerdo de ratos, congelados e submetidos à 
reação de imunoistoquímica anti- Miosina. A- Marcação para fibras lentas – aumento de 200x e B- Marcação 
para fibras lentas- aumentos 400x. Todas as lâminas foram submetidas à revelação com DAB por 3 minutos 
 

5. 6 Resultados para Espécies Reativas de Oxigênio - ROS 
 

A fluorescência emitida pelas espécies reativas de oxigênio manifesta-se pela 

intensidade de luz vermelha nos núcleos das fibras. Dez imagens representativas de cada 

grupo foram obtidas em fotomicroscópio Olympus BX61 (figura 20) acoplado a uma câmera 

digital (Olympus DP72). 

Os resultados estatísticos sugerem que a exodontia (G II) diminuiu a quantidade de 

espécies reativas de oxigênio quando comparado ao grupo controle (G I), enquanto que a 

presença do estresse variado isolado (GIII) ou associado à exodontia (GIV), não alterou a 

quantidade de espécies reativas de oxigênio em relação ao grupo controle (GI) (Figura 21 e 

Tabela 6). 
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Figura 20: Fotomicrografias de músculo masseter de ratos, polarizados para a técnica de marcação de 
Espécies Reativas de Oxigênio (ROS) por dihidroetídeo (DHE). Onde temos em A o GI- grupo de animais 
sem estresse e sem alteração oclusal, em B o G II: animais com alteração oclusal e sem estresse, em C o GIII 
animais sem alteração oclusal e com estresse e em D o G IV-  animais com alteração oclusal e com estresse. 
Aumento de 400x. 
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Figura 21: Representação gráfica dos resultados estatísticos dos grupos experimentais propostos após reação 
de fluorescência para Espécies Reativas de Oxigênio, dispostos de acordo com quantidade de fluorescência 
emitida. Letras diferentes significam diferenças estatísticas. 
 

 

 

Tabela 06: Valores de média e erro padrão da média (SEM) dos grupos experimentais propostos, com relação 
á fluorescência de amostras de músculo submetidas à reação de Espécie Reativa de Oxigênio (ROS). GI- 
grupo de animais sem estresse e sem alteração oclusal, G II: animais com alteração oclusal e sem estresse, em 
GIII animais sem alteração oclusal e com estresse e em G IV-  animais com alteração oclusal e com estresse. 
Alteração oclusal (AO) por exodontia unilateral e Estresse Crônico Variado (ECV=EV). 
 
 

Espécies Reativas de Oxigênio – EROS/ ROS 

 MEDIA SEM N 

G I – Controle 85,58 0,76 5 

G II – Alteração 
Oclusal (AO) 

82,66 0,68 5 

G III – Estresse 
Variado (EV) 

85,00 0,36 5 

G IV – AO + EV 83,75 0,36 5 
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5.7 Resultados para atividade oxidativa das fibras por Succinato desidrogenase - SDH 
 

A região médio-posterior, do feixe profundo do masseter, foi analisada com a 

reação de SDH. Esta reação permitiu diferenciar fibras com três intensidades de azul 

(escuras, intermediárias e claras). As fibras escuras foram consideradas as de maior 

atividade metabólica. As fotomicrografias dos grupos são mostradas na figura 22. 

Quando comparadas os três tipos de fibras, em cada grupo individualmente, foi 

possível verificar a presença de todos os tipos de fibras, com predomínio das fibras claras, 

em relação às outras: intermediárias e escuras (Figura 23) 

Verificada a normalidade dos dados oriundos da reação histoquímica para SDH e, 

procedendo-se os testes de ANOVA Fatorial e Tuckey, após equivalência do número de 

animais, os resultados apontaram não haver diferença estatisticamente relevante com 

relação à quantidade de fibras escuras, intermediárias e claras entre os quatro grupos 

experimentais propostos (Figura 24 e Tabela 07) 
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Figura 22: Fotomicrografias de músculo masseter de ratos submetidos à reação histoquímica de SDH, sendo: 
Onde temos em A o GI- grupo de animais sem estresse e sem alteração oclusal, em B o G II: animais com 
alteração oclusal e sem estresse, em C o GIII animais sem alteração oclusal e com estresse e em D o G IV-  
animais com alteração oclusal e com estresse. Alteração oclusal (AO) por exodontia unilateral e Estresse 
Crônico Variado (EV). Aumento de 200x. 
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Figura 23: Representação gráfica dos resultados estatísticos dos grupos experimentais propostos após reação 
de SDH, E- fibras escuras, I- Fibras Intermediárias e C- fibras claras ANOVA e Tuckey. Programa Prisma 
3.0. Onde temos em GI- grupo de animais sem estresse e sem alteração oclusal, em G II: animais com 
alteração oclusal e sem estresse, em GIII animais sem alteração oclusal e com estresse e em G IV-  animais 
com alteração oclusal e com estresse. Alteração oclusal (AO) por exodontia unilateral e Estresse Crônico 
Variado (ECV=EV). Aumento de 400x. 
 
 
 
 
 

 

Figura 24: Representação gráfica dos resultados estatísticos dos grupos experimentais propostos após reação 
de SDH: A. - fibras escuras, B- fibras Intermediárias, C- Fibras Claras.  Onde temos em GI- grupo de animais 
sem estresse e sem alteração oclusal, em G II: animais com alteração oclusal e sem estresse, em GIII animais 
sem alteração oclusal e com estresse e em G IV-  animais com alteração oclusal e com estresse. Alteração 
oclusal (AO) por exodontia unilateral e Estresse Crônico Variado (ECV=EV). ANOVA e Tuckey. Programa 
Prisma 3.0. 
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Tabela 07: Valores de média e erro padrão da média (SEM) dos grupos experimentais propostos com relação 
ao número de fibras escuras, intermediárias e claras após reação histoquímica de SDH. Onde temos em GI- 
grupo de animais sem estresse e sem alteração oclusal, em G II: animais com alteração oclusal e sem estresse, 
em GIII animais sem alteração oclusal e com estresse e em G IV-  animais com alteração oclusal e com 
estresse. 

 SDH 

  Escuras 

 

Intermediárias 

 

Claras 

 

 M SEM N M SEM N M SEM N 

G I – Controle  11,42 2,986 5 22,97 2,49 5 38,2 3,592 5 

G II – Alteração 

Oclusal (AO) 
20,45 4,592 5 24 3,393 5 39,5 3,367 5 

G III – Estresse 

Variado (EV) 
13,85 1,868 5 26 1,052 5 31,15 3,274 5 

G IV – AO + EV 10,68 2,144 5 23,83 1,847 5 33,09 1,973 5 
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6 Discussão  

Este estudo avaliou as características morfológicas e fisiológicas do músculo 

masseter, em animais submetidos a condições de estresse crônico variado e alteração 

oclusal por exodontia. Esses dois fatores tem sido correlacionados com os sintomas de dor 

miofascial associada à DTM. No entanto, o mecanismo biológico subjacente a ambos ainda 

é pouco compreendido. Os resultados das diferentes metodologias visam contribuir sobre o 

entendimento da fisiopatologia dessas disfunções ainda carentes de tratamento. O ponto 

gatilho miofascial e a síndrome da dor miofascial tem recebido atenção na literatura clínica 

e científica (Dommerholt, 2006), mas ainda permanecem muitas dúvidas em relação à sua 

etiologia (Simons, 2008).  

O estresse é a reação em que o organismo ativa o eixo hipotalâmico pituitário 

adrenal (HPA) e o sistema nervoso simpático (SNS), resultando em uma mudança ou em 

uma adaptação fisiológica (Maier and Watkins, 1998). A resposta de estresse é um conjunto 

de processos corporais destinados a neutralizar o estado da homeostase ameaçada (Yeh et 

al., 2013). Sabe-se que a resposta adequada ao estresse é fundamental para a sobrevivência 

de um animal, mas, se prolongada ou anormal, pode ser prejudicial, relacionando-se a um 

grande número de doenças humanas, tais como a depressão e as doenças metabólicas (Yeh 

et al., 2013). No entanto, o mecanismo biológico do estresse na DTM ainda é mal 

compreendido. 

Os resultados de quantificação das enzimas MPO obtidos no feixe superficial do 

masseter, não mostraram haver diferença estatística entre o número de polimorfonucleares, 

quando comparados os diferentes grupos experimentais. Foram analisadas quantidades 

iguais de tecido (músculo masseter) em miligramas. 

Há relatos que suportam a hipótese de que a presença de altos níveis de enzima 

MPO são fatores de risco para múltiplas doenças inflamatórias (Davies, 2011). Entretanto, 

neste estudo, a exodontia e o estresse crônico variado isolado ou associado à exodontia não 

induziram inflamação dessa região específica do músculo masseter. A justificativa para os 

fatores de variação não terem alterado os níveis de MPO pode ser atribuída ao fato da 

orientação ântero-posterior das fibras neste feixe. Demonstrando assim, que as atividades 
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de protrusão e retrusão não foram afetadas pelos fatores indutores do nosso modelo de 

estudo.  

No feixe superficial inferior do músculo masseter, avaliado por meio da atividade 

gelatinolítica total, os resultados não demonstraram diferença estatisticamente significante 

quanto à expressão da forma ativa da MMP-2 - peso molecular de 72 kilodaltons (Kda) 

(Sakalihasan et al., 1996), quando comparados os diferentes grupos experimentais 

propostos. As proteínas da família de matriz metaloproteinases (MMP) estão envolvidas na 

degradação da matriz extracelular em processos fisiológicos normais, tais como 

reprodução, desenvolvimento embrionário e remodelação do tecido (Howard et al., 2012). 

As metaloproteinases (MMPs) da matriz extracelular (MEC) são endopeptidases 

dependentes do zinco, e responsáveis pela remodelação do tecido conjuntivo (Kaneko et 

al., 2012). As MMP-2 e MMP-9 recebem o nome de gelatinase por sua atividade 

enzimática sobre os componentes da lâmina basal, uma barreira que os mioblastos devem 

transpor durante o desenvolvimento e regeneração muscular. (Tippett et al., 2008) Tanto a 

MMP-2 quanto a MMP-9 possuem a capacidade de clivar a elastina e colágeno tipo IV. 

Atuam conjuntamente com a fibronectina tipo II (Nagase et al., 2006). 

Em um estudo temporal, após a cirurgia, Skittone et al 2008 verificaram aumento 

atividade da MMP-2 no músculo tibial em desuso, após uma semana, mas essa atividade 

não foi observada a partir da 3ª semana. Chen et al 2010 revelaram que o estresse 

psicológico, ao longo de 03 a 05 semanas, modifica significativamente o feixe profundo do 

músculo masseter de ratos, correlacionando-o como um fator de risco para o 

desenvolvimento de dor músculo esquelética. A exodontia isolada, assim como o estresse 

crônico variado isolado ou associado à exodontia, não afetaram os níveis de gelatinase. É 

possível que 23 dias após a exodontia seja um período longo para analisar a atividade da 

MMP-2, visto que Skittone et al 2008 não observaram sua atividade na 3ª semana após a 

indução do estímulo (Skittone et al., 2008). Sugere-se também que esteja relacionado à 

morfologia e à orientação das fibras do feixe estudado neste modelo. Esses dados são 

suportados pela revelação de que os fatores de variação acima descritos não alteravam os 

níveis da enzima MPO nesse mesmo feixe, mesmo que utilizando uma sensível 

metodologia para tal finalidade.  
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Apesar das secções transversais do feixe profundo anterior do músculo masseter, 

corados em HE, não apresentarem diferenças quantitativas das fibras, foram vistos 

fascículos isolados, com a grande maioria das fibras de contorno angulado e núcleos 

localizados na porção central, ou em deslocamento, se comparados ao grupo controle (GI) 

nos grupos submetidos à alteração oclusal e ao estresse crônico variado (GII, GIII e GIV). 

A ultraestrutura das fibras musculares confirmou o efeito das variáveis: estresse e 

exodontia, quando demonstrou, nos grupos experimentais, mitocôndrias intumescidas, 

assim como descontinuidade de membrana mitocondrial no grupo com alteração oclusal 

apenas (GII), perda da membrana do retículo sarcoplasmático no grupo com estresse 

crônico variado isolado (GIII) e no grupo com alteração oclusal associada ao estresse 

crônico variado (GIV), além das áreas de continuidade entre as miofibrilas observadas. 

Mitocôndrias intumescidas com perda de cristas e redução na densidade da matriz, além de 

uma diminuição Na+-K+ATPase e Ca2+-ATPase, evidenciadas nos músculos mastigatórios, 

em situações de estresse prolongado foram correlacionas por Chen et al 2010, com uma 

diminuição na glicólise aeróbica e hipóxia, ou isquemia dos músculos, com consequente 

aumento no metabolismo anaeróbico (Chen et al., 2010) 

As mitocôndrias desempenham um papel importante na produção de energia através 

da geração de ATP, modulando sinais intracelulares (Isaeva and Shirokova, 2003). O 

retículo sarcoplasmático absorve, armazena e libera íons cálcio (Gunter et al., 1998). A 

ATPase de Ca2+ do retículo sarcoplasmático transfere Ca2+ do citoplasma da célula para o 

lúmen do retículo sarcoplasmático (Toyoshima, 2009). É conhecido também que a ATPase 

de Ca2+ da membrana plasmática é uma proteína que serve para remover Ca2+ das células, 

regulando assim sua quantidade dentro da mesma.  

Um aumento nos níveis de íons cálcio no músculo masseter superficial e profundo, 

ipsilateral ao desgaste oclusal unilateral em ratos, com intumescimento mitocondrial e áreas 

com fibras mostrando sinais de degeneração tecidual após 14 dias da indução da 

maloclusão foi descrito por Bani e colaboradores, em 1999, (Bani et al., 1999). Diante do 

exposto, as características ultraestruturais das mitocôndrias intumescidas, a presença de 

retículo sarcoplasmático com a membrana rompida e o desarranjo das miofibrilas nos 
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grupos experimentais indicam alteração no metabolismo, liberação descontrolada de cálcio 

e consequente contração causada por esse excesso de cálcio. 

Derivados do oxigênio com instabilidade e alta reatividade, incluindo superóxido 

(O2
−), peróxido de hidrogênio (H2O2), e radical hidroxila (OH−) são genericamente 

chamadas de Espécies Reativas de Oxigênio (ROS) (Mccord and Fridovich, 1978). A 

presença das espécies reativas de oxigênio (ROS) foi avaliada em cortes histológicos 

obtidos a partir do feixe anterior do músculo masseter profundo esquerdo.  

No grupo submetido à alteração oclusal isolada (GII), diminuiu a quantidade de 

ROS. Wei et al 2011, afirmaram que quando produzidas em baixa quantidade, as ROS 

desempenham um papel na regulação da expressão gênica sensível à óxido redução, 

afetando a via sinalizadora e mantendo a função de contração. Em condição de exercício 

prolongado e fadiga muscular, a produção de ROS é aumentada, o que resulta em dano. 

Fato que contribui para o declínio da função muscular, assim como da resistência à carga 

mecânica e desordens musculares esqueléticas (Wei et al., 2011). 

Sriram e colaboradores, em 2011, descreveram baixos níveis de espécies reativas de 

oxigênio em pacientes com sarcopenia tratados com miostatina, um medicamento pró-

oxidante, que sinaliza a formação de ROS (Sriram et al., 2011). A sarcopenia é, por sua 

vez, a perda de massa e força na musculatura esquelética (Wakabayashi and Sakuma, 

2013). Portanto, a diminuição de ROS, devido à exodontia, pode interferir nas condições 

fisiológicas do músculo, já que a ROS é um importante regulador molecular da via 

sinalizadora e da manutenção da contração muscular. No entanto, o estresse isolado ou 

associado à exodontia, nas condições experimentais propostas, não afetaram o estresse 

oxidativo do músculo. 

A análise qualitativa do endotélio capilar, imunomarcado pela laminina, mostrou no 

grupo com exodontia isolada (GII), com estresse variado isolado (GIII) e associado à 

alteração oclusal (GIV), uma variação no contorno dos capilares, sendo uns com lúmen 

dilatado e outros com lúmen contraído. As lamininas são glicoproteínas importantes e 

biologicamente ativas da lâmina basal. Constituem o arcabouço estrutural nos tecidos do 

organismo. Elas são secretadas e incorporadas às células da matriz extracelular e agem 

também influenciando a diferenciação celular (Timpl et al., 1979).  



 

69 
 

Os capilares dilatados do grupo com estresse crônico isolado ou associado à 

alteração oclusal (GIII e GIV) estão em concordância com os achados de Chen et al 2010, 

além disso, capilares com a redução do lúmen consistiu uma observação qualitativamente 

importante. O estresse vem acompanhado da estimulação do Sistema Nervoso Simpático 

(Callister et al., 1992), cuja ação altera o fluxo sanguíneo e a contração muscular (Jänig, 

1985). Esse aumento da tonicidade muscular ocorre por ativação da placa motora, em 

decorrência da estimulação aumentada do sistema simpático (Roatta et al., 2009). Hidaka et 

al 2004 relataram que o estresse mental afeta a eletromiografia do músculo temporal, mas 

pouco do músculo masseter (Hidaka, O. et al., 2004). Neste mesmo ano, observou-se que 

um estressor leve, mas duradouro, aumenta a atividade do sistema nervoso simpático 

(Hidaka, O et al., 2004), cujo sistema é um poderoso vasoconstritor da região facial (Roatta 

et al., 2009). 

Tanosoto et al 2012, sugeriram que em estresse de forte impacto, o equilíbrio entre a 

atividade simpática e parassimpática pode ser alterado (Tanosoto et al., 2012). A atividade 

simpática, pela ativação dos receptores alpha 1 adrenérgicos causam vasoconstrição (Leech 

and Faber, 1996) enquanto em receptores beta 2 adrenérgicos, causam vasodilatação 

(Hillman and Lundvall, 1981). Esses fatores foram associados por Hidaka e colaboradores 

em 2004, como responsáveis pelas diferenças regionais observadas. 

A diferença no lúmen dos capilares, observada neste trabalho, pode ser associada ao 

efeito da complexa atividade simpática indireta nos músculos. Egginton e Hudilická em 

2000, afirmam que em condições de estresse, os capilares presentes podem atuar de forma 

mais ativa, removendo metabólitos em detrimento ao fornecimento de suplementos 

(Egginton and Hudlická, 2000). Há relatos também de que a compressão de vasos 

sanguíneos, causada pela contração da musculatura, pode resultar em liberação de fatores 

metabólicos e miogênicos locais favorecendo a vasodilatação (Hillman and Lundvall, 

1981). A presença do estresse ativa a eNOS nas arteríolas causando dilatação, e essa 

dilatação reduz a reperfusão (Bagi et al., 2005). Esses dados contribuem para a 

compreensão da presença de capilares dilatados intercalados com capilares contraídos, em 

secções transversais de músculos masseter de grupos submetidos à exodontia isolada ou 

associada ao estresse. Nossa hipótese é que áreas contraídas do músculo modificam a força 
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hemodinâmica, que, possivelmente, aumenta a tensão que pode levar, por sua vez, à 

vasodilatação dos capilares, em determinadas regiões musculares. 

Neste sentido, em 2005, Bagi et al, descreveram uma molécula de adesão 

plaquetária de células endoteliais (PECAM 1) ou Alpha CD31, a qual detecta gradientes de 

tensão da parede vascular, com alta afinidade pelo óxido nítrico (NO) – um importante 

mediador da vasodilatação (Bagi et al., 2005). Os resultados de vasos imunomarcados por 

meio da reação anti-alpha CD31, para os grupos experimentais propostos neste trabalho, 

mostraram tendência ao aumento no número de capilares. No feixe anterior profundo do 

músculo masseter, Hidaka et al 2004, afirmaram que a vasodilatação e a vasoconstrição são 

fundamentos fisiológicos no ajuste do metabolismo dos tecidos, e que os distúrbios no 

volume de sangue intramuscular contribuem para dor (Hidaka, O et al., 2004). 

A observação feita, em que o lúmen dos capilares aparece contraído, apesar da 

presença de capilares com lúmen dilatado, pode ser responsável pelas alterações 

morfológicas regionais das fibras musculares por hipóxia, em locais de capilares 

contraídos. As condições hemodinâmicas dos diferentes feixes do músculo masseter 

requerem mais estudos, visando compreender melhor a sua relação com a dor miofascial e 

com a DTM, frente ao estresse variado e à alteração oclusal. 

Há relatos de que para se adaptar às diferentes cargas funcionais, as fibras do 

músculo esquelético, podem alterar sua isoforma de miosina (MyHC) bem como a área de 

seção transversal (Vreeke et al 2007). Em nosso estudo, o feixe anterior do músculo 

masseter profundo, de animais submetidos ou não à alteração oclusal e ao estresse, não 

permitiram verificar essa alteração quanto ao tipo de miosina, visto que esta miosina tipo I 

é pouco expressa no masseter e não apresentou alteração. 

O músculo masseter profundo é caracterizado por uma preponderância de fibras tipo 

IIb sobre as do tipo IIa (Fukai, 1996; Sano et al., 2007). A distribuição dos tipos de fibras 

musculares na porção anterior do músculo masseter profundo é estável e, fibras imaturas 

não foram observadas (Nishide et al., 2001a). As propriedades fisiológicas motoras das 

fibras musculares estão associadas com a isoforma de miosina e são classificadas como 

quanto ao tipo de contração em: lenta (I), rápidas resistentes à fadiga (IIa) e rápidas não 

resistentes à fadiga (IIb).  
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As proteínas da miosina são fatores que determinam a velocidade de contração e a 

geração de força máxima da musculatura. Em geral, atividade muscular reduzida induz a 

transição para fibras de contração mais rápidas e uma diminuição da área de seção 

transversal de fibras (Vreeke et al., 2011). Desta forma, outros estudos serão necessários, 

usando anticorpos para miosina tipo IIa e IIb, visando investigar os efeito da exodontia e do 

estresse, isolados ou associados, em músculo masseter 

A atividade de succinato desidrogenase (SDH) mede a capacidade oxidativa da fibra 

muscular (Jonkers et al., 2012). A distribuição da atividade, por SDH, na região médio 

posterior, do músculo masseter profundo, revelou fibras musculares em três intensidades de 

coloração azul (claras, intermediárias e escuras), sendo consideradas as mais escuras as 

com maior atividade metabólica (oxidativa). Analisando todos os tipos de fibras musculares 

juntas, demonstradas pela reação de SDH, grupo a grupo, essa região do músculo revelou 

um predomínio de fibras claras, caracterizando ser um músculo com alta atividade 

glicolítica e baixa atividade oxidativa, visto que as fibras escuras representaram as de 

menor área relativa. 

A literatura afirma que uma menor demanda metabólica no músculo em indivíduos 

com paraplegia, por exemplo, resulta em uma diminuição significativa na capacidade 

oxidativa da fibra muscular e é acompanhada de alterações nos padrões de atividade SDH 

(Jonkers et al., 2012). Para Deveci e Egginton as áreas relativas aos diferentes tipos de 

fibras no músculo tibial anterior, não foram alteradas pela aclimatização ao frio, apesar do 

frio ter induzido a hipertrofia das fibras em ratos, após 08 semanas de experimento. Esses 

autores sugeriram uma alteração adaptativa na massa muscular que está intimamente 

regulada para preservar a composição original do músculo (Deveci and Egginton, 2002). 

Em condição de estresse isolado ou associado à exodontia, houve pouca evidência de 

transformação nos tipos de fibras. Alguns fatores sugeridos para essa resposta pode ser a 

orientação das fibras da região médio posterior do músculo masseter analisada, cujas 

funções não foram afetadas pelas condições experimentais propostas ou também pelo 

tempo experimental induzido. Tendo em vista que o músculo masseter é complexo, e 

constituído por vários feixes, outros estudos envolvendo a atividade metabólica de cada 

feixe são sugeridos. 
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7 Conclusão 
 

1 No feixe superficial do músculo masseter, a alteração oclusal por exodontia e o 

estresse crônico variado, isolados ou associados: 

 

• Não promoveram a infiltração de polimorfonucleares analisados por meio da 

Mieloperoxidase (MPO); 

• Não alteraram os níveis das metaloproteinases (MMP2) avaliados por meio da 

atividade Gelatinolítica Total (GT); 

 

 

2 No feixe anterior do músculo masseter profundo, a alteração oclusal por exodontia e 

o estresse crônico variado, isolados ou associados: 

 

• Revelaram alterações regionais no músculo; a partir das características histológicas 

das fibras, coradas por HE,  

• Alteraram a ultraestrutura dos retículos sarcoplasmáticos, mitocôndrias e 

miofibrilas; 

• Modificaram os lúmens dos capilares, ora reduzidos ora dilatados, imunomarcados 

com anti-laminina; 

• Demonstraram uma tendência ao aumento da densidade de capilares, evidenciado 

pela reação imunoistoquímica anti-alpha CD31 do endotélio; 

• Não alteraram as escassas miosinas do tipo I, marcadas pelo anticorpo para cadeia 

pesada da miosina para fibras lentas; 

• Diminuíram os níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS/ EROS) no grupo 

exposto à exodontia, isoladamente (GII), mas não alteraram no grupo de animais 

expostos ao estresse crônico variado, isolado ou associado à exodontia (GIII e 

GIV); 
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3  No feixe médio posterior do músculo masseter profundo, a exodontia e o estresse 

crônico variado, isolados ou associados: 

 

• Não alteraram a atividade metabólica das fibras musculares demonstradas por 

meio da reação histoquímica de Succinato desidrogenase (SDH) e confirma a 

prevalência de fibras claras; 

 

Podemos concluir que a exodontia e o estresse crônico variado, isolados ou 

associados induzem alterações regionais no músculo masseter. As alterações morfológicas, 

ultraestruturais, hemodinâmicas e estresse oxidativo, em regiões do feixe profundo anterior 

sugerem que um desequilíbrio hemodinâmico poder ter levado à isquemia, que altera a 

morfologia e a ultraestrutura. Esses dados contribuem para a compreensão do 

desenvolvimento dos chamados pontos de gatilho. No entanto, novos estudos serão 

necessários para melhor entendimento da etiopatogenia da dor miofascial e da DTM. 
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