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Resumo

O estresse e as perdas dentais t€m impacto sobre os musculos da mastigacio
favorecendo a dor, no entanto, a patogénese envolvida ainda é pouco compreendida. O
objetivo deste trabalho foi investigar o efeito do estresse cronico variado em musculo
masseter esquerdo de animais submetidos a alteracdo oclusal por exodontia unilateral,
isolados ou associados, por meio de avaliacdo das atividades gelatinoliticas totais e da
mieloperoxidase, andlises  morfolégicas, imunoistoquimicas, histoquimicas e
ultraestruturais ao Microscépio Eletronico de Transmissao. Foram usados 20 ratos machos,
Wistar, adultos jovens, pesando = 200g, divididos aleatoriamente em 04 (quatro) grupos:
(n=5): GI controle, sem alteracdo oclusal e sem estresse cronico variado (EV), G II-
alteracdo oclusal isolada, G III EV isolado e G IV- alteragdo oclusal associada ao EV. Nos
grupos da exodontia (GII e G IV), animais previamente anestesiados, tiveram os molares
superiores esquerdos extraidos. Os grupos dos estresses (G III e G IV) foram submetidos a
diferentes estressores a partir do 14° dia apds a exodontia. Todos os animais foram
eutanasiados no 24° dia. No feixe superficial, a andlise dos resultados revelou que o
musculo masseter, a exodontia e o EV, isolados ou associados ndo promoveram a
infiltracdo de polimorfonucleares analisados por meio da mieloperoxidase e ndo alteraram
os niveis das metaloproteinases (MMP-2) avaliados por meio da atividade de Gelatinase
Total. No feixe anterior do musculo masseter profundo, a exodontia e o EV, isolados ou
associados alteraram, em determinadas regides, as caracteristicas histoldgicas das fibras
reveladas por coloracio em hematoxilina e eosina; alteraram a ultraestrutura das
mitocondrias ao microscopio eletronico de transmissdo; revelaram regides com limen
reduzido, e outras com limen dilatado, em capilares marcados com anticorpo anti-laminina;
revelaram uma tendéncia ao aumento da densidade de capilares imunomarcados por anti-
alpha CD31 do endotélio, e ndo alteraram as escassas fibras imunomarcadas pela miosina
do tipo I Neste mesmo feixe, diminuiram os niveis de espécies reativas de oxigénio no
grupo exposto a exodontia (GII). No feixe médio posterior do musculo masseter profundo,
os protocolos experimentais confirmaram a prevaléncia de fibras claras, por meio da reagdo
histoquimica de succinato desidrogenase. Podemos concluir que o musculo masseter
esquerdo manifestou alteracdo regional decorrente da exodontia e EV isolados ou
associados, revelados por alteracdes morfologicas, ultraestruturais, hemodindmicas e
estresse oxidativo, em especial no feixe profundo anterior. Esses dados contribuem para a
compreensdo do desenvolvimento do ponto de gatilho. No entanto, novos estudos serdo
necessarios para melhor entendimento da etiopatogenia da dor miofascial e da disfuncdo
temporomandibular e sua relagcdo com estresse e alteracao oclusal.

Palavras-chave: alteracdo oclusal, estresse, imunoistoquimica, musculo masseter,
histoquimica, microscopia eletronica de transmissao
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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 Introducao

A literatura destaca que o estresse e a ansiedade tem potencial impacto sobre os
musculos da mastigacdo, favorecendo a dor miofascial (Vedolin et al., 2009), que € um
sintoma comum, associado as desordens temporomandibulares (DTM) (Shiau and Chen,
1986) Estudos tém revelado que o estado emocional pode afetar a funcdo oral, tanto em
animais (Antonova, 2008), quanto em seres humanos (Carvalho et al., 2008), bem como
favorecer o desenvolvimento de doencgas cardiovasculares e interferir no processo da
Sindrome Metabdlica (Bove et al., 2010). Segundo Schweinhardt ef al., 2008. O estresse
precoce, prolongado ou grave, afeta os circuitos cerebrais moduladores da dor, sugerindo,
por exemplo, que a fibromialgia, ndo seja um disturbio primdrio do sistema nervoso central
(Schweinhardt ef al., 2008). Além disso, estressores relacionados as guerras e conflitos
armados (Uhac et al., 2003), e outros suaves como a realizagdo de exercicios de aritmética
mental e solugdes de anagramas simples, podem aumentar a atividade da musculatura
mastigatoria e estar associado as disfun¢des temporomandibulares (DTM) (Rao and Glaros,
1979).

Apesar de evidéncias clinicas revelarem que o estresse mental induz alteragcdes
fisiol6gicas e hemodinamicas dos musculos da mastigacdo (Hidaka, O. et al., 2004), e de
que o estresse psicologico e o ambiente social promovem ativacdo desta musculatura em
pacientes com sintomatologia dolorosa (Schmidt and Carlson, 2009), ainda € pouco
estudado como os musculos da mastigacdo respondem ao estresse.

Algumas desordens funcionais acometem o Sistema Estomatognético, dentre elas a
sensibilidade dolorosa a palpacdo nos musculos da mastigacdo e o desconforto da
musculatura ao despertar (Carvalho et al, 2008). A sindrome de dor miofascial é
caracterizada pela dor difusa nos musculos associada a presenca dos pontos gatilho
(Haddad et al., 2012).

Estes pontos s3o clinicamente descritos como dreas hiperirritdveis no musculo
esquelético, associados a um nédulo palpavel hipersensivel (Simons Dg, 1999).

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

mecanismos de ponto gatilho presentes na musculatura, bem como correlacionar a



existéncia dessas alteracdes as desordens temporomandibulares (Alonso-Blanco et al.,
2012). A dor local avaliada nos musculos temporal, masseter, elevador da escépula,
esternocleidomastéideo, subocciptal e escaleno, foi correlacionada a pontos gatilho ativos
(Fernédndez-Pérez et al., 2012). Entre os tratamentos disponiveis em Odontologia
relacionados a sindrome de dor miofascial a literatura cita as terapias com spray e o
estiramento como as mais confidveis, embora também sejam usadas, mesmo que menos
frequentemente, a injecdo de anestésico (Tecco et al., 2012). O nimero de pontos gatilho
ativos aos musculos faciais foi relacionado a maior intensidade da dor no pescogo, ao
aumento no numero de dias em que o paciente relatou hipersensibilidade a dor, a uma
maior pressdo sobre a coluna cervical além do comprometimento na amplitude do
movimento cervical (Alonso-Blanco et al., 2012).

As interferéncias oclusais também sdo correlacionadas com a dor em mdusculo da
mastigacdo e despertam interesse, por parte dos pesquisadores, devido a controvérsia com
relacdo ao seu fator etioldgico. Com esse propdsito os musculos da mastigagdo tém sido
analisados em diversas condicdoes como: aumento (Kawasaki et al., 1997), ou diminui¢ao
da dimensdo vertical, ou a exodontia unilateral (Maeda et al., 1990) (Bazan et al., 2008);
(Iyomasa et al., 2008); ap6s o desgaste oclusal unilateral (Bani et al., 1999), ou apds
colocagdo de um splint oclusal unilateral (Muller et al., 2000). Estudos recentes, aplicados
a clinica, descreveram haver uma reducdo de pedidos/ solicitagdo de tratamento para
sintomas da dor apds a realizacdo de terapias oclusais, em pacientes com desordens
temporomandibulares (DTM) (Kirveskari and Jdamsd, 2009). H4 relatos que a dor
miofascial em musculo mastigatorio analisado por ressonincia magnética e por tomografia
computadorizada, ndo apresentou associacdo com variagdes encefdlicas (Imauchi et al.,
2002).

O decréscimo das funcdes musculares pode ser relacionado ao aumento do
dimorfismo craniofacial e da maloclusao, em humanos (Abed et al., 2007). A funcdo
mastigatoria parece ser a chave determinante para o crescimento cranio facial que modula
os diferentes componentes musculares. Apesar dessas evidéncias clinicas, correlacionando
a dor do musculo da mastigagcdo com o estresse ou a alteragdo oclusal, os mecanismos

fisiopatoldgicos sdo pouco compreendidos (Abed et al., 2007).



Virias metodologias podem ser usadas para a andlise dos musculos submetidos as
alteracOes funcionais, tais como: histoenzimologia (Maxwell et al., 1981; Miehe et al.,
1999) e andlise microscopica (Abe et al., 1998; Nishida et al., 1999). O efeito agudo das
espécies reativas de oxigénio (ROS), por exemplo, sobre a fungdo muscular estd mediado
por alteracdes na sensibilidade ao Ca®* miofibrilar e pode contribuir para o
desenvolvimento de fadiga muscular (Lamb and Westerblad, 2010), mas o mecanismo de
acdo da ROS permanece desconhecido (Luin ef al., 2010) e dados sobre sua atividade em
musculos da mastigacdo sdo escassos na literatura. Da mesma forma, sdo escassos, 0s
estudos que tratam das alteracdes morfoldgicas em musculos da mastigagdo, induzidas pela
alteracdo oclusal e associadas ao estresse emocional. Portanto, nosso propésito € avaliar o
efeito da alteragdo oclusal por exodontia e do estresse cronico variado sobre as

caracteristicas do musculo masseter, superficial e profundo, em ratos.






2 Revisao da Literatura

2.1 Dor miofascial e Desordens Temporomandibulares (DTM)

A dor nos musculos da mastigacdo € o principal sintoma relatado nas desordens
temporomandibulares (DTM). Fatores como trauma, discrepancia oclusal, estresse,
parafungdes, hipermobilidade, idade e hereditariedade também estdo associados a essa
desordem seguida de dor, mas ainda hd controvérsias quanto a sua etiologia (Oral et al.,
2009).

A etiologia das desordens temporomandibulares € um ponto controverso, e pode ser
reportado como multifatorial (Badel et al., 2012). Assim como a etiologia, a patofisiologia
das desordens temporomandibulares ndao é completamente conhecida. Embora diversos
fatores de risco possam ser sugeridos, particularmente os vinculados aos parametros
oclusais, estudos apontam a associagdo entre as disfuncdes temporomandibulares e os
musculos mastigatorios (Michelotti and Iodice, 2010), assim como afirmam que o sistema
estomatognatico sofre alteracOes durante o processo de envelhecimento do individuo,
submetidos ou ndo a diferentes tipos de estressores (Cuccia and Caradonna, 2009).

Recentemente, os sintomas da disfun¢do temporomandibular e a condigdo
psicoldgica foram examinados em pacientes adultos com mordida profunda, submetidos a
tratamento ortodontico. Este grupo experimental foi comparado, de acordo com idade e
género, a um grupo controle de pacientes com oclusdo normal (Sonnesen and Svensson,
2008). Este grupo de pesquisadores indicou que pacientes com mordida profunda tem mais
sensibilidade dolorosa frente a inje¢des de glutamato em mandibula (muisculo masseter) e
braco, levando, inclusive, a importantes distirbios somaticos e sensoriais (Sonnesen and
Svensson, 2011).

Em pacientes , uma dor inexplicdvel irradiada a partir de um ponto de disparo
muscular, as vezes distante do proprio ponto de disparo, foi identificada e submetida a

tratamento. H4 uma variacdo na metodologia de diagndstico desses pontos-gatilho assim



como uma caréncia de teorias que ajudem a explicar como eles surgem e por que eles
produzem padrdes especificos de dor referida (Simons Dg, 1999).

A compressdo de um ponto gatilho favorece um aumento da sensibilidade local, a
uma dor referida ou mesmo, a resposta de contragdo no local (Mcpartland, 2004). O
diagndstico e a terapia do ponto disparador tem sido objeto de estudo de mitos
pesquisadores. Profissionais de saude, tais como treinadores, terapeutas ocupacionais,
fisioterapeutas, acupunturistas, massoterapeutas e integradores estruturais também estdo
cientes da existéncia desses pontos musculares sensiveis e fazem uso de terapéuticas para
os pontos de gatilho em seu trabalho clinico (Alvarez and Rockwell, 2002). A remodelacgao
morfoldgica acontece a partir de cada célula, coordenada por um conjunto de mediadores,
deste modo, o estudo das fungdes, assim como das para- funcdes do sistema
estomatogndtico, permite que tenhamos mais dados sobre o assunto, favorecendo a melhora

na avaliag@o e na terapéutica.

2.2 Estresse

A exposicdo a longos periodos de estresse ou mesmo depressdo causam um
aumento de corticosterona, em modelo animal (Chen and Su, 2013). Este € um hormonio da
classe dos glicocorticoides liberado pelo cortex das adrenais de animais (Livingstone et al.,
2000). Em humanos, os equivalentes a este hormonio € o cortisol.

Estes glicocorticéides estdo relacionados as respostas ao estresse, além da regulacio
do metabolismo lipidico, proteico e glicidico, implicando em uma menor atividade de
ramos do sistema imunoldgico de ratos, levando a diminui¢do da vigilancia imunoldgica a
tumores e ao cancer (Mei and Li, 2013). Essa regulacdo hormonal estd vinculada ao eixo
hipotalamo-hipdfise chegando as adrenais. Sao os nucleos paraventriculares do hipotdlamo
os responsaveis pela liberagdo do CRH (hormonio liberador de corticotropina), que segue
para a adenohipéfise, onde serd liberado o ACTH (hormo6nio adenocorticotrépico), que age,
por sua vez, no cortex adrenal, estimulando a zona fasciculada a liberar corticosterona

(Dalwadi and Uht, 2013).



Em relagdo ao metabolismo lipidico, a relagdo entre o estresse e a obesidade, vem
acompanhada do exemplo cldssico da Sindrome de Cushing. Nesta sindrome, os niveis de
cortisol estdo elevados e sdo associados a obesidade fenotipica. Nesses pacientes, o alto
indice de cortisol liberado estd associado com elevados indices de adipdcitos viscerais
(Duclos et al., 2001). Como o musculo esquelético representa 40% da massa corporal, os
seus mecanismos celulares relacionados a termogénese muscular, sua fun¢do mitocondrial
bem como os indices de cdlcio ciclico aparecem alterados em resposta a obesidade (Lee et
al., 2013).

Estudos prévios realizados em outros musculos mastigatérios tém utilizado
metodologias de estresse fisico ou psicoldgico, as quais reproduzem os eventos fisioldgicos
que ocorrem nos humanos durante situacdes estressoras. Nestes modelos foram usados
estressores descritos ha 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 cronico variado visando reproduzir eventos cotidianos vivenciados pela populagao,

em que sdo expostos a essa diversidade de situagdes estressoras.

2.3 Misculos da mastigacio

Os musculos esqueléticos s@o bastante heterogéneos, composto por unidades
motoras, € podem diferir em relagdo ao tamanho, ao tipo de inervacdo e as demais
propriedades motoras (Ciciliot et al., 2013). Ha trés tipos de fibras musculares esqueléticas:
tipo 1 - lentas, tipo 2a - rdpidas fadigaveis, e tipo 2b — rdpidas, pouco resistentes a fadiga.
Estas fibras diferem também de acordo com o metabolismo glicolitico/ oxidativo. As fibras
tipo 1 e 2a sdo mais oxidativas e as 2b sdo tidas como glicoliticas (Smerdu et al., 1994).

A composi¢ado das diferentes tipos de fibras determinam as propriedades funcionais,
a velocidade de contracdo e resisténcia a fadiga de cada musculo (Linnane et al., 1999).
Uma fibra muscular pode contrair até um ter¢o do seu comprimento, durante o tempo de 1 a
2 milissegundos, apds isto, ocorre um total relaxamento, até que esta se prepare para uma

nova contracio (Basmajian et al., 1985).



A mastigacdo € considerada a fun¢do mais importante do sistema estomatognatico,
sendo a fase inicial do processo digestivo, que comega na boca e recebe o auxilio dos
musculos mastigatrios para a execugdo dessa funcdo (Kossioni and Dontas, 2007). O
Masseter € um musculo mastigatério, com grande espessura, em formato retangular,
composto por duas partes ou feixes: antero-lateral ou superficial, e pdstero-medial ou
profundo. E um tipo de miisculo esquelético, vinculado & mastigacdo, que possui um
neurdnio motor, localizado no nicleo motor do nervo trigémeo, que € responsdvel por
inervar centenas de fibras (Manktelow et al., 2006).

A relacdo entre a funcdo do musculo masseter e a ocorréncia de ma oclusdo foi
analisada em amostras de musculo de individuos que foram submetidos as osteotomias
mandibulares. O tamanho e a propor¢ao de fibras do tipo II (rdpidas) diminuiram a 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 primdrio deste estudo foi avaliar as caracteristicas do muisculo esquelético
masseter esquerdo, relacionados a mastigacdo, frente a alteracio oclusal por exodontia dos

molares superiores esquerdos, diante das diferentes situagdes de estresse cronico variado.

2.4 Alteracao oclusal (AO)

A maloclusdo pode influenciar no desempenho dos musculos mastigatérios, gerando
excesso de trabalho e fadiga (Pereira ef al., 2009). A relacdo entre a maloclusdo e os
aspectos morfofuncionais do sistema mastigatorio ainda nido é completamente conhecido
(Bani et al., 1999). A alteracdo oclusal causada por exodontias unilaterais, abrasdo oclusal
ou insercdo de splint unilateral tem demonstrado a adaptacdo do musculo masseter, em
modelos experimentais animais (Bazan et al., 2008).

A dor crdnica orofacial aumenta com a atividade muscular (Bani and Bergamini,
2001). Em pacientes com atrofia de musculo mastigatério, devido ao hébito funcional
unilateral, ha relatos de queixas como: dor de cabeca, dor facial e otalgia ipsilateral

(Imauchi et al., 2002).



A disfun¢@o temporomandibular consta na literatura como associada a dor cronica
nos musculos da mastigacdo. A relacdo entre a oclusdo impropria e a dor muscular foi
estudada por Cao e colaboradores, em ratos. Estes autores elevaram a superficie
mastigatdria de dentes molares dos ratos e creditaram a esta interferéncia oclusal o aumento
da resposta dolorosa em experimentos de comportamento (Cao et al., 2009). A etiologia das
disfun¢des temporomandibulares inclui: traumas oclusais, hdbitos para funcionais, estresse,
fatores psicologicos, sistémicos e hereditarios e infec¢des. Entretanto, a oclusdo €
amplamente citada como potencial fator etioldgico (Lisboa et al., 2010).

A dor mastigatoria estd diretamente relacionada a interferéncia oclusal e acrescenta
o papel da sensibilizagdo de mecanismos centrais favorecendo essa hiperalgesia (Cao et al.,
2009). Estudos anteriores afirmam que a interferéncia oclusal em animais pode resultar em
remodelacdo do condilo mandibular (Gazit et al., 1987), mudangas patolégicas nos
musculos da mastigacdo, na polpa dental e no periodonto (Kvinnsland e Heyeraas, 1992). A
oclusdo é uma importante varidvel no tratamento restaurador, definida como uma relagdo
estdtica entre as superficies mastigatérias dos dentes maxilares e mandibulares andlogos
(Cao et al., 2009) Sinais clinicos de dor mastigatdria sdo frequentemente reportados, depois
de mudancas oclusais (Hagag, Yoshida e Miura, 2000).

Durante a fadiga muscular, ocorre o aumento substancial do fosfato inorganico, que
entra no reticulo sarcoplasmatico e combinado com o calcio, gera um precipitado insoluvel:
o fosfato de célcio, que diminui o desempenho muscular (Fryer et al., 1995). O maior tipo
de fadiga é a metabdlica, causada diretamente ou indiretamente pelo acumulo de
metabdlitos como o fosfato inorganico, a adenosina difosfato, ions magnésio e espécies
reativas de oxigénio (Allen and Westerblad, 2001). Por isso, novos métodos de avaliar
tecidos em nivel molecular t€m sido utilizados para diagndstico em amostras bioldgicas
(Lisboa et al., 2010).

Lisboa et al 2010 estudaram os niveis de cdlcio em musculos masseter de ratos, apos
a alteracdo oclusal e o uso da fototerapia a laser. Utilizaram trés grupos experimentais, e
avaliaram os resultados através da espectroscopia apds 14 e 30 dias da alteragdo oclusal.

Concluiram ndo haver alteragcdo na morfologia das fibras do misculo nestes periodos



experimentais, embora tenha havido alteracdo nos niveis de fosfato de cdlcio, menos
presente quando aplicada a luz do laser (Lisboa et al., 2010).

Os musculos esqueléticos mudam contratilidade em resposta aos mecanismos de
estimulagdo cronica, implicando em mudangas fenotipicas que criam uma nova condicdo
mastigatoria (Ohnuki et al., 2009). Em humanos, o aumento da oclusdo vertical leva a
espasmos musculares, acompanhados de dor e de disfun¢do do sistema estomatognético.
Ohnuki et al 2009, estudaram o efeito do aumento da dimensdo vertical na composicdo dos
tipos de fibras dos musculos onde a duracdo da atividade didria foi relacionada ao tipo de
cadeia pesada de miosina dos musculos masseter e digastrico. Afirmaram que, a miosina do
musculo digdstrico consiste em uma mistura, rdpidas e lentas, enquanto que no musculo
masseter estdo presentes miosinas do tipo rdpidas (Ohnuki et al., 2009).

A dor € reconhecidamente o sinal e sintoma das altera¢des temporomandibulares,
reduzindo a mobilidade da mandibula (Sonnesen and Svensson, 2008). A oclusdo humana e
de ratos tem intrinseca relagcdo anatdmica, mas comportamentos diferentes, o que torna
importante o cuidado com a extrapolacdo de estudo em ratos para humanos (Lisboa et al.,
2010).

Neste trabalho utilizamos a alteragc@o oclusal por exodontia dos molares superiores.

Seguem revisdes acerca das metodologias propostas.

2.5 Mieloperoxidase (MPO)

A mieloperoxidase (MPO) surgiu como um promissor marcador molecular, ja que
sua atividade em organismos vivos pode predizer varias doencas, como o infarto do
miocardio 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
progressao de doencas, como a aterosclerose e a encefalite autoimune (Chen et al., 2008).

A enzima mieloperoxidase (MPO) estd presente em leucdcitos da linhagem
granulocitica e monocitica, e tem papel fundamental na producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Existem evidéncias que alguns produtos gerados a partir de reacdes

catalisadas por MPO tenham papel na sinalizacdo celular. O actimulo de leucdcitos é
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observado quando em presenca do exercicio muscular excéntrico, causando injuria e
inflamacao (Paulsen et al., 2013).

Shazeeb et al 2012 estudaram a sintese e a caracterizacdo da MPO como um sensor
que antecipa alteracdes termodindmicas. Usaram um percursor natural da serotonina
(HTrp), que compartilha de espécies reativas de oxigénio (ROS) capaz de formar um
composto paramagnético, a hidroxindolamida (DTPA), baseado em diamido-substrato,
possivel de ser visualizado, e verificaram que seus aumentos, estavam associados a
alteracOes patologicas (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 presenca deste
marcador, hd um fechamento dos capilares no tecido correspondente (Gottfried et al.,
2008).

Consideraveis evidéncias suportam a hipdtese de que a presenca altos niveis da
enzima mieloperoxidase sio um importante fator de risco para multiplas doencas
inflamatdrias (Davies, 2011). Esta enzima estd também correlacionada a outras patologias
em humanos, como artrite, fibrose cistica e dano renal (Davies et al., 2008). A MPO
catalisa a reacdo de peroxido de hidrogénio (H,O;) com ions haleto, como CI, Br, I e
SCN" formando 4cidos hipoclorosos, que sao potentes oxidantes (Van Dalen et al., 1997).
Estes oxidantes, derivados de MPO, desempenham um papel bactericida importante em
patdgenos invasores (Weiss and Lobuglio, 1982).

Assim, foi objetivo de nosso trabalho conhecer os niveis da enzima mieloperoxidase
em musculo masseter superficial, submetidos aos protocolos de estresse cronico variado e

alteragd@o oclusal por exodontia unilateral.

2.6 Gelatinase Total (GT)

As metaloproteinases (MMP) compdem uma extensa familia de enzimas
proteoliticas, que atuam na dependéncia do zinco e sdo responsdveis pelo remodelamento

da matriz extracelular (MEC). Essa manifestacdo enzimatica acontece tanto em processos
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normais quanto em manifestacdes patoldgicos dos vdrios tecidos do corpo humano
(Birkedal-Hansen et al., 1993). As MMPs sdo produzidas por vdrios tipos celulares,
incluindo os fibroblastos, as células musculares lisas, os midcitos e as células endoteliais
(Dollery et al., 1999). As alteracdes na atividade das MMPs podem interferir no equilibrio
entre a sintese e degradacdo da MEC, promovendo mudangas na morfologia e nas
propriedades mecanicas do tecido (Panchenko et al., 1996).

Sdo descritas na literatura mais de 25 tipos de MMPs e estas sdo 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 ¢ MMPI12), todas
secretadas no espago extracelular como pré- enzimas. Uma vez ativadas, as MMPs sdo
reguladas por inibidores teciduais endégenos denominados inibidores de metaloproteinases
(TIMP) (Zhang et al., 2005). As TIMPs sao frequentemente produzidas pelas mesmas
células que liberam MMPs (Marcaccini et al., 2009). Atualmente, sdo conhecidos quatro
TIMP (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4), que sdo capazes de inibir a funcido das
MMPs, pela formacdo de um complexo na proporcao de 1:1 (Souza-Tarla et al., 2005).
Cada MMP tem a capacidade de quebrar um tipo especifico de matriz extracelular (MEC).

As colagenases intersticiais (MMP-1, MMP-8 e MMP-13) estdo envolvidas nos
primeiros passos da degradacdo do coldgeno, agindo pelo desarranjo da hélice natural da
rede de coldgeno fibrilar. As gelatinases, MMP-2 e MMP-9, atuam quebrando substratos,
incluindo a gelatina, elastina, proteoglicanos, coldgeno e fragmentos de coldgenos (Sabeh et
al., 2004). O balango entre TIMP e MMP ¢é importante no remodelamento de tecidos,
normais e alterados, sendo que nos normais as MMP sdo expressas em niveis muito baixos
(Disatian et al., 2008).

As metaloproteinases estdo associadas, por exemplo, aos episddios de invasdo do
cancer. Autores afirmam que o alto nimero de enzimas do tipo degradadoras de matriz
extracelular, fazem com que as plaquetas envolvam as células neopldsicas, impedindo que
estas sejam reconhecidas pelo sistema imunolégico do paciente, facilitando a aderéncia
deste “trombo neopldsico” ao endotélio, disseminando a doenca (Davidson et al., 1999).

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

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

experimentais propostos.

2.7 Hematoxilina e Eosina (HE)

O tecido muscular estriado é formado por fibras musculares cilindricas, finas e que
podem medir varios centimetros de comprimento. Os midcitos sdo as células do misculo e
apresentam sua morfologia alongada. Encontram-se presas aos ossos pelos tenddes. Suas
fibras apresentam estrias transversais com contracdo rdpida e voluntdria, com comando
consciente (Boncompagni, 2012).

A quantidade de células musculares estd relacionada a genética, aos fatores
ambientais e nutricionais, associados a sinalizagdo, as caracteristicas estruturais e a
producdo de energia. Assim, o nimero de mitocondrias é muito grande, uma vez que
necessita gerar grande quantidade de energia (ATP) para poder executar sua funcio de
contragdo (Sawosz et al., 2013).

A literatura sugere que a interferéncia oclusal resulta em disfun¢des dos musculos
mastigatorios (Nishide et al., 2001b). As interferéncias oclusais estdo relacionadas com os
sinais e sintomas dos musculos mastigatérios que sdo a dor e a fadiga (Christensen and
Rassouli, 1995). Nishide er al 2001 estudaram as alteragdes histolégicas de musculo
masseter de ratos, com aumento unilateral da oclusdo, onde os molares dos animais
receberam splints e apds 4 semanas, o musculo masseter profundo, na sua por¢do anterior,
foi removido e submetido a reacdo de SDH (succinato desidrogenase), HE (hematoxilina e
eosina) e ATPase miofibrilar. Os resultados afirmam que a interferéncia oclusal gerou
alteracdes morfoldogicas significativas, como o aumento do espago entre os tecidos,
aparecimento de células inflamatdrias e nucleos centrais, caracteristicas que diminuiram os
niveis de energia do masseter durante, por exemplo, a mastigagcao (Nishide et al., 2001a).

Fisher er al 2013, demonstraram que nos casos de alteragdes patoldgicas das fibras
musculares, ha a prevaléncia de moléculas especificas, como a iNOS, que sdo marcadores
de estresse celular relevantes em pacientes com miopatias, associados a degeneracdo. Os

dados sugerem que uma resposta de estresse celular pré-inflamatéria associado ao aumento
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da expressdo de aB-CRYGS e iNOS no misculo, em situagdes extremas, precede a
degeneracdo muscular com aciimulo de B-amiléide (Fischer et al., 2013), que sdo peptideos
precursores das proteinas (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 Eletronica de Transmissao (MET)

A microscopia eletronica de transmissdao permite analisar diferentes campos
cientificos. A mitocOndria € a organela responsavel pela respiracdo celular, e este processo
ocorre na presenga de um conjunto de enzimas e coenzimas, dentre estas a desidrogenase
succinica que € definida como uma flavoenzima exclusivamente mitocondrial
(Grivennikova et al., 2010). Andlises ultraestruturais mostram que a alteracdo oclusal,
induzida por desgaste unilateral das cuspides de molares, altera a morfologia das
mitocdndrias no musculo masseter (Bani and Bergamini, 2002); assim como a exodontia
unilateral aumentou a drea de seccdo transversal das mitocondrias (Iyomasa et al., 2009),
indicando aumento da atividade enzimatica mitocondrial (Sato et al., 1998).

As imagens obtidas em um microscépio eletronico de transmissdo (MET) sdo
possiveis gracas a um feixe de elétrons, emitidos em direcdo a amostra ultrafina Esses
elétrons sdo transmitidos através da amostra, o que forma uma imagem que € ampliada e
detectada por um sensor com uma camera. Um microscépio eletronico de transmissao €
capaz de exibir imagens com uma resolucdo maior, em comparacdo aos microscopios
oticos, devido ao pequeno comprimento de onda dos elétrons (Tumolva et al., 2012).

Deste modo, utilizamos a MET neste estudo, visando avaliar as condic¢des
ultraestruturais das mitocondrias e das cisternas do reticulo sarcoplasmatico dos musculos

nos diferentes grupos experimentais.

2.9 Imunoistoquimica (IHC)

A imunoistoquimica € definida como um conjunto de procedimentos que utiliza

anticorpos como reagentes especificos para a deteccao de antigenos, presentes em células
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ou tecidos (Coons and Kaplan, 1950). Os antigenos representam constituintes celulares
normais como, por exemplo, uma glicoproteina de membrana como a laminina, ou um
elemento estranho a célula como, por exemplo, um virus (Gold and Freedman, 1965).
Embora métodos quantitativos possam ser aplicados em preparacdes imunoistoquimicas,
para se determinar o nimero de elementos presentes ou a intensidade da reacdo, seu
objetivo fundamental € o encontro e localizacdo de antigenos nos tecidos ou células (Thal et
al., 1995). A imunoistoquimica é uma técnica com caracteristicas qualitativas (Saxena et
al., 2011), por isso o produto da reacdo deve sempre ser interpretado conjuntamente aos
achados morfolégicos (Huppertz et al., 1999).

Em miusculo, a técnica de imunoistoquimica aparece na literatura em estudos da
década de 40. Em 1956, o grau de proteintria, que € a perda excessiva de proteinas pela
urina, foi estudado, em seis criangas com Sindrome Nefrética, por Gitlin e cols. O
precipitado destes pacientes foi inserido em coelhos para avaliagdo da relagdo antigeno-
anticorpo, formados a partir da amostra humana (Gitlin et al., 1956).

McCormick e cols, em 2007, utilizaram placentas de mulheres gravidas, para testes
de imunoistoquimica por técnica de fluorescéncia, onde determinaram a existéncia de
varios tipos de imunoglobulinas, como a IgG, IgA, IgM e IgD (Mccormick et al., 2007).
Basearam-se no estudo cldssico de imunofluorescéncia de Coons e Kaplan, datado de 1950,
no qual localizaram os antigenos pretendidos no tecido, por meio de técnica de
imunofluorescéncia.

Estudos estdao descritos na literatura, desde entdo, com objetivos muito diversos,
fazendo uso da reacdo de imunoistoquimica. Desde o uso da mesma para avaliar os tipos de
Alzheimer (Serot et al., 1992), ou na descoberta de sinalizadores, que inibem o cancer de
prostata (Sanchez et al., 2004). Outros trabalhos detalharam o papel das reacdes de
imunoistoquimica em casos de avaliacdo da evolucdo da Doenca 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
contaminacio pelo protozodrio (Leon et al., 2001).

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

presenca e o desenvolvimento da elastina, que é a maior proteina do sistema de fibras
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eldsticas, em pulmdes e em aorta de ratos, submetidos a tratamentos preliminares diversos.
Os resultados apontaram a presenca da elastina em diferentes superficies, como a pele, em
cartilagens e oOrgdos. Estes estudos permitiram sinalizar as vias de desenvolvimento da
elastina na pele (Farquharson and Robins, 1989).

Seguindo esta técnica de marcacdo de antigenos, Yin e cols, em 2003, estudaram a
acdo da laminina nos neurdnios centrais. Seus resultados apontaram que as lamininas do
tipo beta e gama s@o expressas no hipocampo neuronal (Yin et al., 2003).

Assim, foi objetivo deste trabalho avaliar qualitativamente e quantitativamente as
proteinas Laminina e Alpha CD31 no endotélio vascular e da Miosina tipo I, frente aos

diferentes protocolos experimentais.

2.9.1 Lamininas

As lamininas sdo uma familia de glicoproteinas que constituem o arcabougo
estrutural em tecidos do organismo. Elas s@o secretadas e incorporadas as células da matriz
extracelular. Sdo glicoproteinas importantes e biologicamente ativas da lamina basal, agem
influenciando a diferenciac@o celular, a migracdo, a adesdo, bem como o fenétipo e a
sobrevivéncia (Timpl et al., 1979). As lamininas formam redes independentes e estdo
associados com coldgeno tipo IV, através de redes como as de fibronectina e os perlecan
(Ockleford, Bright, et al., 1993; Ockleford, Malak, er al., 1993). Através destas interacoes,
as lamininas contribuem para a ligacdo celular e para a diferenciacdo, influenciando na
forma da célula e no seu movimento. Atuam, deste modo, na manutencdo do fenétipo de
tecido e na sobrevivéncia do mesmo (Colognato and Yurchenco, 2000). Algumas destas
fungdes bioldgicas da laminina tém sido associadas com fragdes especificas de
aminoécidos. Por exemplo, o peptideo sequéncia [GTFALRGDNGDNGQ)], que estd
localizado na cadeia alfa da laminina, promove a adesdo de células endoteliais (Beck et al.,
1990).

A propriedade funcional do fornecimento de sangue através de capilares pode ser
alterada por varia¢des no padrdo de suc¢do para a mastigacdo durante o desenvolvimento

dos sistemas vasculares, no misculo masseter (Sato et al., 2008), assim analisamos a
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imunomarca¢do da Laminina em fibras musculares e endotélio vascular de musculo

masseter esquerdo de animais expostos aos diferentes protocolos experimentais.

2.9.2 Alpha CD 31- PECAM

Hidaka e colaboradores, em 2004, afirmaram que a vasodilatag¢do e a vasoconstri¢ao
sdo fundamentos fisiologicos no ajuste do metabolismo dos tecidos, e que distirbios no
volume de sangue intramuscular contribuem para dor (Hidaka, O et al., 2004). Essas
mudancas hemodindmicas afetam o Sistema Nervoso Simpatico (SNS) que alteram, por sua
vez, a fisiologia do musculo (Maekawa et al., 1999). Desta forma, surgiu a necessidade de
estudar a molécula alpha CD31, também denominada molécula de adesdo de plaquetas e de
células endoteliais (PECAM), conhecida como aglomerado de diferenciacio 31 (CD31). E
uma proteina que, em humanos € codificada pelo gene PECAMI, encontrado no
cromossomo 17 (Newman et al., 1990).

O PECAM (CD31) é um importante marcador das células endoteliais vasculares e
células linfaticas. Baseado nisso, Sato e cols, em 2008, estudaram a distribui¢do de CD31
em 15 ratos Wistar machos, na idade pos-natal (3,5 e 7 dias). Amostras congeladas de
musculo masseter foram seccionadas coronalmente, e submetidos a técnica de
imunoistoquimica por fluorescéncia com dupla marcacdo (CD31 e LYVE]1). 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 superficie de trocas de O, substratos e
metabolitos entre o sangue e Orgdos e participam na contracdo do musculo esquelético
(Poole et al., 2013), estudamos a imunomarcagdo da proteina CD31, nos diferentes

protocolos experimentais propostos.

2.9.3 Miosina (MyHC)

A terceira classe de proteinas a ser estudada neste trabalho foi a miosina. Sua forma
microscopica lembra um taco de golfe (Hayashida et al., 1991). A miosina é uma proteina,
que se movimenta ao longo da actina, em presenca de ATP, sendo ambas responsaveis pela

contracdo muscular (Rhee and Hoh, 2008). Estas proteinas sdo as principais componentes

17



dos miofilamentos que, por sua vez, constituem o "esqueleto" das células musculares
(Jacobelli et al., 2004).

A miosina € considerada uma enzima do tipo mecanoquimica, ou seja, capaz de
converter a energia quimica em mecanica, e por isso € também chamada de proteina motora
(Deng et al., 1999). Estudos de sequéncia de DNA mostram mais de 10 classes de genes
para miosina. Entretanto, trés sdo os mais conhecidos: miosina I, miosina II, e miosina V. A
estrutura molecular de todas mostra um sitio de ligacdo com ATP e com a actina (Stedman
et al.,2004).

A fim de investigar o efeito de uma redugdo da carga mastigatdria sobre o masseter
superficial, o temporal superficial e o misculo digastrico de coelhos Vreeke e
colaboradores, em 2011, estudaram a composi¢do de miosina (MyHC) e a drea 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 propor¢do e a drea de
secdo transversal de fibras expressando co MyHC-I foram significativamente menores nos
musculos masseter dos animais que tinham sido alimentados comida macia, que aqueles
dos controles (Vreeke er al., 2011).

Foi propdsito, deste trabalho, marcar, por meio de reagdo imunoistoquimica para
fibras musculares tipo I - lentas, as fibras musculares de masseter esquerdo, na presencga do
estresse cronico variado e da alteracdo oclusal por exodontia unilateral, isolados ou

associados.

2.10 Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo geradas em presenca de O, por
mitocOndrias, células fagocitdrias, peroxissomos e citocromo P450 em condigdes
fisioldgicas, e podem apresentar-se com uma dupla fun¢do no organismo humano (Wojcik
et al., 2010). Tanto elas participam das cascatas de transducdo de sinal celular, levando a
ativacdo de alguns fatores de transcricdo responsaveis pela regulacdo da expressdo dos
genes relevantes para o crescimento e diferenciacao celular (Melo et al., 2011), quanto elas

causam dano oxidativo ao DNA celular, proteinas e lipidios, resultando no inicio ou no
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desenvolvimento, de numerosas doencas como cancer, doengas cardiovasculares, Diabetes
mellitus tipo 2, catarata, artrite reumatéide ou doencas neuro-degenerativas diferentes
(Milaeva, 2011).

A ativacdo muscular repetida aumenta os radicais livres de oxigénio e afeta a fun¢do
contritil (Reid, 2008). Neste sentido, a exposi¢do de musculos intactos, a d4gua oxigenada
(H20,) permite a variacdo na sensibilidade de Ca2+, o que afeta a fung¢do das miofibrilas,
(Allen et al., 2008). Esse mecanismo pode agir nos genes das células. Assim, Allen ef al
2008 buscaram avaliar quais fatores poderiam corroborar na adaptacdo do misculo
esquelético, frente aos diferentes agentes externos. Os estresses abidticos, ou seja, aqueles
que podem influenciar nos seres vivos, tais como seca, por exemplo, aumentam a producao
de espécies reativas de oxigénio (ROS) em plantas (Jubany-Mari et al., 2010). Um aumento
nos niveis de ROS pode provocar uma oxidacdo parcial ou severa dos componentes
celulares, induzindo alteragc@o nas células, e no metabolismo, o que € decisivo em condic¢des
de estresse. Este estado pode ser indicativo da participagdo do estresse oxidativo nos
mecanismos celulares, pelos quais o organismo responde aos agentes estressores (Wojcik et
al., 2010).

Os compostos enddgenos como a glutationa, ubiquinol, urato, bilirrubina assim
como enzimas como a superéxido dismutase, a catalase, a glutationa peroxidase sdo ditas
antioxidantes, e estdo envolvidas na desintoxica¢do de ROS (Afanas'ev, 2011). Além disso,
numerosos componentes dietéticos como vitamina C, a vitamina E, os carotendides e os
polifendis, t€m sido associados ao sistema de defesa antioxidante (Mcginley et al., 2009).

Como as espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo importantes para a fungdo do
musculo nas condigdes fisiologicas e patoldgicas (Reid, 2008) avaliamos a manifestacio

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

2.11 Succinato desidrogenase (SDH)

A etiologia das desordens temporomandibulares € multifatorial. A maloclusdo pode
afetar os musculos da mastiga¢do causando fadiga. O maior tipo de fadiga é a metabdlica,

causada pelo aumento de metabdlitos, como os fosfatos inorganicos (Lisboa et al., 2010).
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As alteracdes nos musculos mastigatérios foram descritos por Akagawa et al 1983,
onde apés aumento do dimensdo vertical de oclusdo em ratos, foi possivel perceber uma
sequéncia de reacOes teciduais: inflamacido aguda, destruicio de miofibrilas e pouca
regeneracdo das células musculares (Akagawa et al., 1983). As alteracOes oclusais
induzidas pela instalacdo de splints, para elevar a dimensdo de oclusdo, reduzem os niveis
de energia durante os movimentos mastigatorios e sdo considerados como resultado do
metabolismo oxidativo (Nishide, 1997).

Larsson et al 1991 afirma que hé diferentes tipos de fibras e que estas t€m sido
associadas as propriedades fisiolégicas motoras do miusculo, variando quanto ao tipo de
contracdo: lenta (I), rdpidas resistentes a fadiga (Ila) e rapidas nao resistentes a fadiga (IIb)
e manifestam-se com diferentes coloracdes apds a reagdo histoquimica para succinato
desidrogenase (SDH) (Dias et al., 2012). O tipo IIb € o tipo de fibra menos recrutado, mais
rdpido e mais fatigantes (Larsson et al., 1991).

As fibras dos musculos mandibulares, como o masseter e o digdstrico, sdo
conhecidas pela sua adapta¢do aos fendtipos, diante de diferentes demandas funcionais
(Arai et al., 2005). Assim, a adaptacdo do musculo masseter esquerdo, de ratos submetidos
ao estresse cronico variado e a alteragdo oclusal por exodontia unilateral, isolados ou

associados, tornou-se objeto deste estudo.
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3 Proposicao

O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito do estresse cronico variado e da alteracio

oclusal por exodontia em musculo masseter esquerdo, de ratos.
O feixe superficial do miisculo masseter esquerdo foi:
¢ Fracionado ao meio no sentido antero-posterior, congelado em gelo seco e triturado
para: extrair e dosar:
v" MPO - Mieloperoxidase
v’ Avaliar a atividade Gelatinolitica Total (GT);

As caracteristicas do feixe profundo anterior foram analisadas:

® ApOs coloracdo, por Hematoxilina e Eosina (HE).
e Ultraestruturalmente ao Microscépio Eletronico de Transmissao

¢ Imunoistoquimicamente:

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

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

¢ Histoquimicamente para Espécies Reativas de Oxigénio (EROS)

e Histoquimicamente para Succinato desidrogenase (SDH) visando demonstrar a

capacidade metabdlica da fibra e sua resisténcia a 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, distribuidos 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 alteracdo oclusal e sem
estresse cronico variado

G II - Alteracdo Oclusal (AO) (n=5) Animais com alteragdo oclusal e sem
estresse cronico variado

G III - Estresse Variado (EV) (n=5) Animais sem alteracdo oclusal e com
estresse cronico variado

GIV-AO + EV (n=5) Animais com alteragdo oclusal e com
estresse cronico variado

Os animais foram procedentes do biotério Central da Universidade de Sao Paulo
(USP), Campus Ribeirdao Preto, mantidos em temperatura ambiente, controlada entre 22 a
24°C e com timer programado para 12 horas de iluminagdo didrios. Os animais receberam

racdo e dgua filtrada "ad libitum". Protocolo CEUA 11.1.130.53.5.(anexo).
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4.1.2 Indugdo da alteragdo oclusal em animais:

Inicialmente (FiguraOl-Dia 0) os animais do grupo experimental com alteragdo
oclusal (GII e GIV), foram submetidos a anestesia Xilazina (10mg/kg) e Cetamina
(70mg/kg), intraperitonialmente. Apds assepsia e antissepsia do local cirurgico com PVPI —
lodo Polvidini, os animais foram submetidos a exodontia de todos os molares superiores
esquerdos, com o auxilio de uma Pinga anatomica infantil e de um Hollemback 3S,
previamente esterilizados e banhados com Polivinilpirrolidonaiodo (PVPI). Como medida
profilética, os animais receberam uma dose tnica de antibidtico (Pentabidtico veterinario
pequeno porte - "Fort Dodge") na dosagem 24000 UI por Kg de peso corporal, e uma dose
de anti-inflamatério-analgésico (Diclofenaco sédico -"Voltaren"”) na dose de 0,004ml/100g
peso corpdreo. Os animais sem alteracdo oclusal (GI e GIII) foram submetidos ao mesmo
tipo de estresse operatdrio para exodontia, ou seja: anestesia, uma dose tnica de antibiético
(Pentabidtico veterindrio pequeno porte - "Fort Dodge") na dosagem 24000 UI das
penicilinas por Kg de peso corporal, e uma dose de antiinflamatério-analgésico
(Diclofenaco sédico -"Voltaren") na dose de 0,004ml/100g peso corpdreo; e posi¢ao
cirirgica em decubito dorsal com boca aberta e mandibula tracionada, porém, sem a
exodontia propriamente dita.

Parametros avaliados: indu¢ao da alteracdo oclusal por exodontia

Coleta Musculo:
Grupo Crénico

Exodontias Inicio Metodologia Variado

de Estresse

v y \
$00000000000000000000000-0——

DO D14 D24

\ 4

Dias

Figura 01: Tempo em dias e interven¢des realizadas.
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4.1.3 Protocolo estresse variado

O estresse cronico variado foi realizado no laboratério de Fisiologia, supervisionado
pela Prof’. Dr’. Christie Ramos Andrade Leite Panissi. Os ratos foram submetidos ao
protocolo a partir do 14°. dia (Figura 01: Dia 14) apds o tempo zero, com ou sem exodontia
(Figura 01: DO0)). O estresse cronico variado (G III e GIV) foi realizado durante tempo total
de 10 dias, sem interrup¢do, com estressores diferentes em cada dia, adaptado de (Murua

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

Dia 01 e Dia 06: Caixa de agitacdo: Esse sistema estd 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 4°. C por 10 minutos.

Dia 03 e Dia 08: Nado Forcado: foi realizado em um tanque circular em acrilico
transparente com 50 cm de altura e 35 cm de didmetro, preenchido com dgua até uma altura
de 22 cm, evitando o contato do animal com o chdo ou com a borda superior quando este
permanece em livre movimentacdo na posicdo vertical. A temperatura da &dgua foi

controlada e mantida a 23 + 1°C. O tempo deste procedimento foi de 15 minutos.

Dia 04 e Dia 09: Restricao Forgada: foi realizada utilizando estrutura metalica, de 15 cm de
comprimento e 05 cm de didmetro onde os animais (n=10) foram colocados neste aparato,
que possui ventilagdo adequada ao longo do seu comprimento, e as suas extremidades

fechadas, ficando em situacdo de restri¢do fisica, j4 que ndo foi permitido seu movimento

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

horas do dia anterior até as 9 horas da manha do dia seguinte.

4.1.4 Delineamento experimental
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Os animais, com e sem alteracdo oclusal, submetidos ou ndo ao estresse cronico

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

musculo removido e entdo foram submetidos a eutandsia por decapitacdo. O musculo

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

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

a)

b)

d)

O feixe superficial dividido ao meio no sentido antero-posterior, foi congelado em
gelo seco e posteriormente, triturado no polytron, para extrair e dosar mieloperoxidase
(MPO), que € diretamente proporcional ao numero de polimorfonucleares (PMNs) e

dosar a Atividade Gelatinolitica Total;

O fragmento anterior do feixe profundo foi congelado em nitrogénio liquido, fazendo
uso de rolhas e talco inerte para as técnicas de imunoistoquimica anti-laminia e anti

alpha CD31 e ROS;

Em outros animais, submetidos ao mesmo tratamento experimental, o fragmento
anterior do feixe profundo foi coletado em Paraformaldeido 4%, para as técnicas de
hematoxilina-eosina, imunoistoquimica anti-miosina, realizados em corte obtidos de

amostras incluidas em parafina.

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

nitrogénio liquido e talco inerte para a técnica histoquimica de SDH.

O feixe anterior/médio anterior foi destinado para MET, onde o fragmento foi imerso
em fixador de Karnovsky, preparado em tampao fosfato 0,1 M pH 7,2, e pds-fixados

com tetroxido de 6smio 1% em tampao fosfato 0,1M pH 7,2.

MASSETER PROFUNDO

AIMAIMP |P

Figura 02: Ilustracdo da divisdo do misculo masseter profundo. A = Anterior (HE, IHP Laminina, IHP Alpha
CD31, Miosina e ROS), MA = média anterior (mais para anterior) para MET, MP= por¢do média posterior
(SDH) e P= posterior (ndo foi utilizado).
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4.2. Técnica para dosar Mieloperoxidase - MPO

O feixe superficial do musculo masseter foi coletado, cortado ao meio no sentido
antero - posterior, e a por¢do 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 € diretamente proporcional ao nimero de polimorfonucleares
(PMNs) presentes no tecido. A quantidade de MPO, em cada amostra de musculo triturado,
foi medida enzimaticamente pela suspensio do material em 2.0ml de
Hixadeciltrimetilamoénio e 0,5% brometo (Sigma Chemical Co, St Louis, Mo USA) em
50mM de tampdo de fosfato de potédssio, pH 5.4 para solubilizar MPO (Brandley and
Schnaar, 1985). Depois disso, a MPO foi avaliada espectrofotometricalmente pela adig¢@o
de 1.6mM de tetrametil benzidina (Sigma Chemical Co) diluido em d-dianisidina
dicloridrato (Sigma Chemical Co) e 0.5mM peréxido de hidrogénio em placas Costar de 96
pocos (Corning Inc., New York, NY, USA). A leitura colorimétrica foi realizada em um
comprimento de onda de 450nm apés a adi¢ao de 4M H,SOyq, e as placas foram lidas usando
micro placas leitoras ;,lQuanttm (Bio-Tek instruments Inc, Winooski,VT,USA). Uma curva
padrdo foi gerada usando Polimorfonucleares (PMNs). Os PMNs foram isolados a partir do
sangue, pelo gradiente-densidade da centrifugacdo (Bozeman et al., 1990) e suspensos para
1x10° células/ ml em PBS.

Parametros avaliados: nimero de polimorfonucleares (PMNs) presentes no tecido.

4.3 Técnica para atividade Gelatinolitica Total - GT

O musculo masseter superficial inferior, de cada grupo, foi coletado, acomodado em
gelo seco e, armazenado em freezer -80° C. O musculo foi entdo triturado com auxilio de
tampdo de extracdo de proteina (Tris-CaCl, contendo Phenatrolina e PMSF a 5 mM) e
adicionado na propor¢do de 100 ul para cada 0,1g de tecido em seguida 60 ug de proteina
desse extrato e misturado com tampdo ndo redutor, e levado ao gel de corrida. O gel de
corrida utilizado foi preparado no préprio laboratério contendo poliacrilamida a 12% e
gelatina a 0,1% (detalhes da confeccdo estdo 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

27



SDS/PAGE, o qual inclui um substrato da enzima (gelatina) aplicada no gel de separacdo,
permitindo assim a observagdo e a quantificacio da atividade das metaloproteinas (Gerlach
et al., 2005) (Souza-Tarla et al., 2005). O padrdo de comparacdo (soro fetal bovino) foi
aplicado na primeira canaleta, no intuito de possibilitar comparacOes entre os animais. Na
separacdo de protéinas pelo sistema SDS-PAGE, cada molécula de proteina se ligou a um
grande nimero de moléculas do detergente dodecil sulfato de sddio (SDS) carregado
negativamente, superando a carga intrinseca da proteina, migrando em dire¢@o ao eletrodo
positivo, quando a voltagem foi aplicada. As proteinas, do mesmo tamanho, migraram,
através do gel, com velocidades similares, pois sua estrutura nativa foi completamente
desdobrada pelo SDS. Apds a corrida, o gel (zimograma) foi submetido a dois banhos de
solucdo renaturante de Triton X-100 a 2% e, incubados em tampdo Tris-CaCl, 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 solucdo de metanol e dcido acético (Figura 3 B).
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Figura 03: Fotografias de géis de poliacrilamida com as amostras de misculo 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 gelatinolitica foi detectada como bandas descoradas sobre o fundo de
gelatina corada com Comassie Blue (Figura 3- A). A avaliacdo da atividade enzimatica foi
feita através do software Kodak EDAS290 (Figura 4- B) e quantificadas através do
software GeneTools (Figuras 4,5 e 6).

Parametros avaliados: atividade gelatinolitica em musculo masseter superficial inferior.
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diferentes grupos experimentais propostos. A- a imagem fotografada do gel aberta em Power Point, B-
imagem cortada/editada de modo a ficar restrita a drea de gel e C- Tela inicial do programa Gene Tools
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Figura 05: Sequéncia esquemdtica do uso do software GeneTools para quantificacio das bandas dos
diferentes grupos experimentais propostos. A- drea de bandas a serem quantificadas no programa ¢é

selecionada, B- Seleciona e alinha a primeira banda (padrdo) e C- Selecionada e alinhada a tltima banda do
gel.
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Figura 06: Sequéncia esquemdtica do uso do software GeneTools para quantificacdo das bandas dos
diferentes grupos experimentais propostos. A- alinhada a quarta banda, B- Alinhada a ultima banda e C-
resultado oferecido pelo programa banda a banda.
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4.4 Hematoxilina e Eosina (HE) e Imunoistoquimica (IHC)

4.4.1 Obtencdo de amostras para técnicas de hematoxilina e eosina (HE) e
imunoistoquimica (IHC) anti- Miosina tipo I:

O fragmento anterior do feixe profundo do misculo masseter foi coletado e,
rapidamente, imerso em Paraformaldeido 4%, e submetido ao protocolo de rotina para
inclusdo das pegas em parafina. As pecas foram cortadas em Sum de espessura e coletados
em laminas silanizadas (3-aminopropyltrietoxy-silane, Sigma Aldrich, USA), dois a quatro

cortes por lamina.

Técnica de Hematoxilina e Eosina - HE

As laminas foram processadas de acordo com a técnica histoldgica de rotina para cortes
em parafina, coradas por imersdo em hematoxilina e eosina, seguido pela passagem em
alcool 95% rapidamente; dlcool absoluto I por 3 minutos; dlcool absoluto II por 3 minutos;
dlcool 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 laminas coradas em HE foram analisadas em microscopia de luz, para avalia¢do
qualitativa e quantitativa da morfologia geral do musculo em situagdes de estresse cronico
variado e alterag@o oclusal por exodontia unilateral, em relacdo ao controle. Foram obtidas
03 imagens (Mandarim-De-Lacerda, 2003) de cada animal em aumento de 200x para
quantificacdo em fotomicroscopio Olympus BX61 Essa andlise permitiu verificar se as fibras
musculares e o tecido conjuntivo de sustentagdo se alteram nas diferentes condi¢Oes
experimentais.

Parametros avaliados: morfologia do tecido, corado em HE.

Técnica para imunoistoquimica em parafina— IHC para miosina (MyHC)

As pecas, inclusas em parafina, foram cortadas em 05 pm de espessura e coletados em
laminas silanizadas (3-aminopropyltrietoxy-silane, Sigma Aldrich, USA), dois a quatro

cortes por lamina, em trés profundidades diferentes. A cada lamina completada, 50 cortes
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de Sum foram descartados, até a coleta para a proxima lamina. A imunoistoquimica foi
realizada, utilizando o método indireto com sistema de amplificacdo (biotina - streptavidina
- peroxidase). Em uma cubeta de vidro, os cortes foram desparafinizados em xilol e
hidratados em uma série decrescente de dlcool (absoluto, 80% e 50%) e dgua. Em seguida
foram imersos em H,0, 20 volumes (Dindmica, Brasil) - 2x por 6 min, para inativar a
atividade da peroxidase enddgena, existente no tecido, e lavados em dgua destilada e
tampdo PBS. Para o bloqueio de outras proteinas inespecificas presentes no tecido, os
cortes foram incubados em cadmara timida com uma solug¢do de BSA 3% (Pentex, USA) em
tampdo PBS por 30 min a temperatura ambiente, para diminuir a reacdo de fundo
(marcagdo inespecifica).

Apo6s breve lavagem em tampao PBS, os cortes foram incubados em anticorpo anti-
miosina (Anti-Slow Skeletal Myosin Heavy chain antibody AB11083). O anticorpo foi
diluido em solu¢do de BSA 1% em PBS. As diluicdes e o tempo de incubagdo foram
otimizados em 1:1000 overnight. Passado o tempo de incubag¢io no anticorpo primadrio anti-
Miosina, os cortes foram lavados em PBS e submetidos ao “Kit” DAKO LSAB 690
(Cytomation, Dinamarca) de amplificag¢@o, por 2 horas. Apds cada reagente os cortes foram
lavados em PBS. As reacdes foram reveladas por 3 minutos a 37°C em uma solucio
contendo DAB (3,3 diaminobenzina, Sigma Aldrich, USA) — a revelacdo se da pela reagdo
quimica entre o0 DAB, a peroxidase do anticorpo secundério e o peroxido de hidrogé€nio
adicionado na solu¢do de revelacdo, formando um precipitado marrom, insolivel e
permanente. Ao final da revelagcdo, os cortes foram lavados em dgua destilada, contra
corados com hematoxilina de Harris (Dindmica, Brasil) por 1minuto e 30 segundos, e
desidratados em sequéncia crescente de dlcoois. Por fim, as laminas foram montadas com
Entelan.

Como controle negativo, em todas as reacdes realizadas, o corte localizado mais
superiormente, foi submetido a0 mesmo tratamento, omitindo-se somente 0s anticorpos
primarios, utilizando no lugar destes a solucao de dilui¢do (BSA 1% em PBS). Deste modo,

cada lamina, destinada a imunoistoquimica, teve seu proprio “controle negativo”.

35



Todas as laminas processadas foram analisadas por completo, e a quantidade de
fibras tipo I imunomarcadas foram quantificadas a partir de imagens obtidas no
fotomicroscopio Olympus BX61.

Parametros avaliados: marcacdo imunoistoquimica das fibras lentas compativeis com

miosina tipo L.

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

O fragmento anterior do musculo masseter profundo (ver Figura 05) foi congelado
por imersdo, em nitrogénio (-150°C), durante 1 minuto, protegido com talco inerte e
acomodado em uma rolha (Figura 10). Apds esse tempo, o material foi acondicionado em
papel aluminio, identificado e levado ao freezer a -80°C. Apds isso, foi transferido para a
camara de um micrétomo criostato a -20°C, visandoa realiza¢do de cortes transversais de
05 pwm de espessura.

As reacdes de imunoistoquimica tanto para Alpha CD31 (anti- CD31 antibody
ab28364) quanto para Laminina (anti-laminin antibody ab11575) foram padronizadas em
uma concentracio de 1: 100. Os cortes foram expostos ao bloqueio da peroxidase enddgena
por 6 minutos, ao bloqueio dos sitios inespecificos com BSA 3% por 20 minutos e ao
anticorpo primdrio overnight. Passado o tempo de incubagdo no anticorpo primdrio anti-
alpha CD31 e anti- Laminina, os cortes foram lavados em PBS e submetidos ao “Kit”
DAKO 0411 (Cytomation, Dinamarca) de amplifica¢do, por 2 horas.

Apoés a reagdo, 05 imagens de cada animal (Mandarim-De-Lacerda, 2003) foram
obtidas em aumento de 400x e quantificadas.

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

anti-alpha CD31.

4.5 Técnicas para Microscopia Eletronica de Transmissao — MET

Um fragmento da por¢do anterior do feixe profundo do musculo masseter de cada

animal foi coletado, e, rapidamente, imerso em solu¢do fixadora contendo fixador de
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Karnovsky. Apds o periodo de fixag@o, as pecas foram processadas e incluidas em resina.
Os fragmentos de musculo masseter profundo esquerdo destinados @ MET, foram fixados
durante 6 horas a uma temperatura de 4 °C, por imersdo, em fixador de Karnovsky
preparado em tampao fosfato 0,1 M pH 7,2, e pds-fixados com tetréxido de 6smio 1% em
tampao fosfato 0,1M pH 7,2, por 1 hora em temperatura ambiente. Em seguida, as amostras
foram desidratadas em concentragdes crescentes de acetona P.A (50, 70, 80, 90%) e 03
trocas em acetona P.A pura. Apds a desidratacdo, as amostras foram infiltradas
gradualmente com resina Spurr. As amostras foram incluidas na resina pura em moldes de
silicone, e levadas em estufa 60 °C, por 48 horas, onde foram polimerizadas.

Cortes semi- finos, com 1 um de espessura, foram obtidos. Os cortes semi-finos
foram corados com azul de toluidina 1% em borato de s6dio e observados em microscopio
de luz, para selecdo da drea de interesse. Em seguida, os blocos foram trimados e cortes de
70 — 90 nm de espessura obtidos em um ultramicrétomo, equipado com navalha de
diamante. Os cortes foram coletados em grades de cobre (200 mesh) e contrastados com
acetado de uranila (solugdo alcodlica) e citrato de chumbo. As grades contendo os cortes
foram analisadas em Microscopio Eletronico de Transmissao (JEM 1400- Japao).
Parametros avaliados: caracteristicas ultraestruturais das mitocondrias e das cisternas do

reticulo sarcoplasmatico.

4.6 Técnica histoquimica para Espécies Reativas de Oxigénio — ROS

As amostras foram cortados em criostato, a 5 um de espessura, e incubados com
Diidroetideo (DHE -Dihydroethidium) por 15 minutos em camara imida e escura a uma
concentra¢do de 10° ug/mL. Apés a incubagio os cortes foram lavados com tamp@o salina
fosfato (PBS) e fixados em PFA 4% por 15 minutos. Com auxilio de um microscépio de
fluorescéncia (Olympus BX61) acoplado a cadmera fotografica (Olympus DP72), as imagens

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

Parametros avaliados: quantidade de espécie reativa de oxigénio, em musculo masseter

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

O fragmento do ter¢o médio posterior do musculo masseter profundo foi congelado
por imersdo, em nitrogénio (-150°C), durante 1 minuto (Figura 07). Apés esse tempo, o
material foi acondicionado em freezer a -80°C e depois transferido para a camara de um
micrétomo criostato a -20°C, para a realizacao de cortes transversais de 5 pm de espessura.

A técnica histoquimica para demonstracdo da succinato desidrogenase (SDH) foi
realizada em laminas contendo cortes de musculos incubando-as solu¢do de succinato de
sddio e nitroblue tetrazolium (NBT — Sigma Aldrich), a 37°C, por 30 minutos. Em seguida
foram lavadas com &dgua destilada, fixadas em formol Célcio Backer, por 5 minutos,
novamente lavadas com dgua destilada, e por fim montadas com Bdlsamo do Canadi. A
partir de cada seccdo transversal de musculo, 5 imagens (Mandarim-De-Lacerda, 2003)
foram sistematicamente capturadas com a objetiva de 20x.

As quantidades de fibras claras, intermedidrias e escuras foram obtidas a partir da
reacdo histoquimica (SDH). Esta andlise permitiu avaliar se a atividade enzimdtica das
fibras variam sob as diferentes condi¢des experimentais e, desta forma compreender se
alteram as fun¢des musculares.

Parametros avaliados: atividade metabdlica de seccdes de musculo masseter

expostos aos diferentes protocolos.
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Figura 07: Simulacio da Técnica de Congelamento com Nitrogénio liquido e rolha. Em A —Rolha que foi
cortada transversalmente; B- Isopor contendo nitrogénio liquido; 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 nitrogénio liquido

(B).

4.8 Analise Estatistica

Observada a normalidade dos dados, a média e o erro padrao da média (SEM) foram
obtidos, para posterior andlise estatistica em Anova fatorial seguido de Tukey test, com

nivel de significancia de p<0,05.
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5 Resultados

O feixe superficial do musculo masseter ipsilateral a exodontia foi dividido no

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

5.1 Quantificaciao de polimorfonucleares por Mieloperoxidase - MPO

O nimero de polimorfonucleares nao revelou diferencga estatistica (p<0,05) entre os
diferentes protocolos experimentais propostos, quando comparados iguais quantidades de

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

MIELOPEROXIDASE
7504 a
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Figura 08: Representacdo gréafica dos resultados estatisticos dos grupos experimentais propostos apds reacao
de Mieloperoxidase (MPO), dispostos de acordo com quantidade de polimorfunucleares por miligrama de
tecido. Nao houve diferenca estatisticamente significante. Anova e Tuckey. Prisma 3.0.

Tabela 02: Valores de média e erro padrdo da média (SEM) dos grupos experimentais propostos, com relagio
ao nudmero polimorfonucleares por miligrama (mg) de tecido, submetidos a reacdo de mieloperoxidase
(MPO).
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MPO

G I - Controle

G II - Alteracao
Oclusal (AO)

G III - Estresse
Variado (EV)

GIV-AO+EV

MEDIA

445.6

285.6

476.8

301.2

SEM

149.9

22.4

201.3

69.4

5.2 Expressao de metaloproteinases por Gelatinase Total - GT

As amostras, devidamente diluidas e preparadas, do feixe superficial inferior do
musculo masseter foram reveladas em gel de poliacrilamida (Figura 09) e coradas com
Comassie Blue G-250 e apresentaram bandas compativeis com a MMP-2 reconhecidas

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

Tabela 03).
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Figura 09: Fotografias dos géis apds reacdo para quantificacdo da gelatinase total. Em vermelho estd
representado o grupo controle GI- sem estresse e sem alteragdo oclusal, em amarelo o grupo G II com
alterac@o oclusal e sem estresse, em azul os animais do grupo G III sem alteracdo oclusal e com estresse e em
verde grupo G IV- com alteragdo oclusal e com estresse.
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Figura 10: Representacdo gréifica dos resultados estatisticos dos grupos experimentais propostos apds reagao
de Zimografia para Gelatinase Total (GT), dispostos de acordo com quantidade de proteinas com peso
molecular de 72 kilodaltons (Kda).

Tabela 03: Valores de média e erro padrao da média (SEM) dos grupos experimentais propostos,
com relagdo as 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 - Alteracao 58.1 8.8 5
Oclusal (AO)

G III - Estresse 69.6 7.2 5
Variado (EV)

GIV-AO +EV 65.7 5.3 5

Diferentes por¢des do musculo masseter profundo, ipsilateral a exodontia, foram
analisadas por meio de Hematoxilina Eosina (HE), Microscopia Eletronica de Transmissdo
(MET), Espécies Reativas de Oxigénio (ROS), Imunoistoquimica (IHC) e reacdo

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

5.3.1 Andlise qualitativa ao microscopio de luz

A andlise qualitativa das 1aminas permitiu avaliar o efeito do estresse e da alteracao
oclusal por exodontia, nas caracteristicas histologicas do feixe profundo anterior do
musculo masseter, bem como na quantidade de fibras musculares por drea nos diferentes
grupos experimentais (Figura 11). Foram capturadas imagens no aumento de 400X
utilizando um microscépio de luz Olympus BX61 acoplado a uma camera digital.

No grupo controle - GI foram observadas fibras musculares arredondadas, de
tamanhos ligeiramente diferentes, com nucleos periféricos regularmente distribuidos nos
fasciculos. O tecido conjuntivo entre estes fasciculos revelou vasos sanguineos, feixes de
fibras nervosas, fusos neuromusculares e especificamente o endomisio com capilares
evidentes. Essas caracteristicas caracterizam o aspecto normal do tecido (Figura 11-A). No
grupo GII, submetidas a exodontia, as fibras apresentaram didmetros variados e contornos
angulados, com nucleos de localizacdo central, ou em deslocamento restritos a
determinadas regides. O endomisio apresentou caracteristicas dos capilares semelhantes ao
controle e auséncia de células inflamatdrias (Figura 11-B).

O grupo GIII, de animais submetidos ao estresse cronico variado isolado, revelou,
em alguns fasciculos, fibras com grandes didmetros, arredondadas e isoladas, entre fibras
de pequeno didmetro e contorno angulado. Foram notdveis as discrepancias entre os
tamanhos das fibras. O endomisio mostrou aspecto normal (Figura 11-C).

Por fim, no grupo GIV, cujos animais foram submetidos a exodontia associada ao
estresse cronico variado, nota-se fasciculos isolados, com a grande maioria das fibras de
contorno angulado e nicleos localizados na porcao central ou em deslocamento. H4 fibras
de didmetros muito menores que as demais fibras, e também € marcante seu contorno
angulado. O endomisio aparece com aspecto de normalidade, mas espesso entre as fibras

em atrofia (Figura 11-D).
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Figura 11: Fotomicrografias de miisculo masseter de ratos, corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina
(HE) sendo: Em A- o grupo controle GI: sem estresse e sem alteracdo oclusal, em B o grupo G II: com
alteracdo oclusal e sem estresse. Notar fibras de didmetros variados (setas amarelas), nicleos de localizagdo
central (seta vermelha) e auséncia de células inflamatérias no endomisio (seta verde), em C os animais do
grupo G III: sem alteracdo oclusal e com estresse. Notar fibras de grande didmetro (seta amarela) e fibras de
pequeno didmetro (seta verde) e em D grupo G IV: com alteracdo oclusal e com estresse. Notar fasciculos
isolados (seta amarela), fibras com contorno angulado (seta vermelha) e células com nicleo em deslocamento
(seta verde). Aumento de 400x.
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5.3.2 Andlise quantitativa

A andlise da drea de musculo 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 drea
relativa de células musculares foi determinada pela relacdo entre os pontos que estivessem
sobre tecido muscular (Pp) e o total de pontos da grade teste (Pt), sendo representada pela

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

l |
.III

N e - A

’II

Figura 12: A Fotomicrografia de miisculo 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 drea.

Verificada a normalidade dos dados, realizou-se teste estatistico ANOVA fatorial,
seguido de Tukey. Nao houve diferenca estatisticamente significante (p<0,005) entre os
diferentes grupos experimentais propostos, com relacdo a quantidade de fibras musculares

por area de seccao quantificada, através do Software livre Image J (Figura 13 e tabela 04).
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Figura 13: Representa os resultados estatisticos da quantificacdo do nimero de fibras musculares por drea, a
partir de um tecido corado em HE, em um aumento de 200x. Ndo houve diferenca estatistica significativa
entre os grupos experimentais. Letras diferentes revelam diferencas estatisticas.

Tabela 04: Valores de média e erro padrdo da média (SEM) dos grupos experimentais propostos com relagio
ao nimero de fibras quantificadas por meio de reacdo HE. Onde GI- grupo de animais sem estresse e sem
alteracdo oclusal, G II: animais com alteragdo oclusal e sem estresse, em GIII animais sem alteragdo oclusal
e com estresse e em G IV- animais com alteragdo oclusal e com estresse. Alteracdo oclusal (AO) por
exodontia unilateral e Estresse Cronico Variado (EV)

HE

MEDIA SEM N
G I - Controle S 63,14 7,7 5
G II - Alteracio 65,08 6 5
Oclusal (AO)
G IIl - Estresse 68,56 2,6 5
Variado (EV)
GIV-AO +EV 65,76 34 5
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5.4 Analise ultraestrutural por Microscopia Eletronica de Transmissao - MET

A andlise ultraestrutural das fibras musculares do grupo controle (GI) mostrou
nucleo alongado sob o sarcolema, com as miofibrilas preenchendo o sarcoplasma,
circundadas por cisternas do reticulo sarcoplasmdtico de contorno regular e tibulos T.
Além disso, foi possivel visualizar numerosas mitocondrias intermiofibrilares sem sinais de
inchaco. Em maior aumento, foram evidentes as cristas mitocondriais, membrana interna e
espaco intermembrana (Figura 14-A).

No grupo submetido a exodontia (GII) as caracteristicas gerais das fibras estavam
dentro da normalidade. Em determinados lugares, as cisternas do reticulo mostraram
contorno irregular, com uma perda da continuidade da membrana e as mitocondrias
intumescidas com desarranjo das cristas mitocondriais e da membrana interna (Figura 14-
B).

O grupo submetido ao estresse cronico variado isolado (GIII) revelou rompimento
das cisternas do reticulo sarcoplasmitico em determinadas regides da fibra, e
desaparecimento das membranas do reticulo sarcoplasmadtico, permanecendo entre as
miofibrilas seccionadas transversalmente, dreas elétron-licidas irregulares (Figura 14-C).

No grupo de estresse cronico variado associado a exodontia (GIV) foi evidente o
desaparecimento da membrana do reticulo sarcoplasmdtico, permanecendo no local
algumas dreas elétron-lucidas irregulares associadas ao desarranjo no contorno das
miofibrilas. As mitocOndrias estdo turgidas, com desarranjo ou desaparecimento das cristas
mitocondriais e rompimento das membranas interna e externa. Foram notadas dreas em que

as miofibrilas ficaram continuas umas as outras (Figura 14-D).
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Figura 14: Fotomicrografias em aumento de 60.000 x, de cortes de musculo masseter esquerdo de ratos,
preparados para visualizacdo em Microscépio Eletrdnico de Transmissdo. Em A- o grupo controle GI- sem
estresse e sem alteracdo oclusal, em B o grupo G II com alterag@o oclusal e sem estresse, em C os animais do
grupo G III sem alteracdo oclusal e com estresse e em D grupo G IV- com alteracdo oclusal e com estresse
cronico variado. Setas vermelhas indicam mitocOndrias intumescidas, Setas amarelas sinalizam rompimento
das vesiculas do reticulo sarcoplasmatico e setas verdes indicam dreas eletron-ldcidas.

50



5.5 Imunoistoquimica - IHC

Foi proposto neste estudo a avaliacdo do feixe profundo anterior do musculo masseter
de ratos, submetidos ou nio ao estresse variado e a alteracdo oclusal por meio de reacido de
imunoistoquimica para Lamininia, Alpha CD31 e Miosina. A formagdo/ morfologia dos
capilares foi avaliada por meio da reacdo antigeno - anticorpo contra a laminina e o-CD31
do endotélio e a distribuicdo das fibras do tipo I marcadas com o anticorpo para cadeia

pesada da miosina (MyHC).

5.5.1 Resultados Laminina

Os cortes congelados dos musculos foram obtidos a partir da técnica de congelamento,
cortados em micrétomo criostato e colocados sobre as 1aminas.

Apbs o procedimento de imunomarcagdo para a glicoproteina laminina a presenga
capilares foi revelada como formagdo circular de coloragdo marrom entre as fibras
musculares seccionadas transversalmente.

A andlise 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
alterac@o oclusal GII, apds a exodontia, os capilares mostraram didmetros variados, alguns
com lumen reduzido e outros, com limen dilatado (Figura 15-B).

O grupo III, submetido ao estresse cronico variado, sugere maior nimero de capilares
com didmetros variados (Figura 15-C). O grupo IV, submetido a exodontia associada ao
estresse, apresentou capilares com diametros variados, no entanto, foram mais frequentes

regides revelando capilares de limen contraido (Figura 15 D).
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5.5.2 Resultados Alpha CD31- PECAM

Os cortes congelados foram obtidos a partir da técnica de congelamento, cortados em
micrétomo criostato e colocados sobre as ldminas Apds o procedimento de marcacdo para
imunoistoquimica (Figura 16). Imagens (n=06) foram obtidas por campo e a quantidade de
marcacgdo para Alpha CD31 foi quantificada na sua totalidade (Figural7):

Os grupos com exodontia isolada (GII) e estresse cronico variado (GIII) ou
associados a exodontia (GIV) apresentaram tendéncia ao aumento dos capilares (Figura 18
e Tabela 5).

A andlise qualitativa dos grupos permitiu afirmar que no grupo de animais onde
houve a alteracdo oclusal (GII) os fasciculos de capilares aparentavam estar normais com
alguns capilares contraidos, quando comparados ao grupo controle (GI). No grupo com
estresse variado (GIII) foi possivel visualizar capilares com a luz aberta e com as fibras
anguladas. Por fim, no grupo com alteracdo oclusal e estresse variado associado (GIV)

foram encontrados, em geral, capilares contraidos.
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Figura 16: Fotomicrografias em aumento de 400 x, de cortes de musculo masseter esquerdo de ratos
congelados e submetidos a rea¢do de imunoistoquimica anti- Alpha CD 31. A= GI- grupo de animais sem
estresse e sem alteracdo oclusal, B= G II: animais com alteracdo oclusal e sem estresse, setas amarelas
indicam capilares com limen reduzido e limen dilatado, em C= GIII animais sem alteracdo oclusal e com
estresse. Setas amarelas indicam aumento no nimero de capilares e em D= G IV- animais com alteracdo
oclusal e com estresse. Setas amarelas indicam aumento no numero de capilares bem como didmetros
contraidos. Todas as laminas foram submetidas a revelagdo com DAB por 3 minutos.

54



== -
Fas  EgR

o
1360et036 et 5, b

.
by

= oo o
.
pri-}

Fe
o

= & i

S Ry ]

CcCocococoomooO0O00 OO oo ol
o
o

n
=
CoocooOs D oo oo
O T @G B O O e e

M= S D@

.

%gd;;wwwwwwu)wwwwwwwmwwwww(.;wwwwwwwwwwwi..
i

Bl 2 Tlelx] e
T Gt Wik CIUTS OB O =r=
01034 o, 08,5 8

CO0O0OCOO0O0GCOOOo00ONO00D00NDE0D00nn e oo
= e
PN = gl R R

coococoo0oOGCOooOOo OO
CooOEo O OOGonDo Do e

ot wmy
o

TERE R

s
Soe
o

el
T

a1 ] ez | twea | Toes | mewm |

9_:
S
-
o €

C
[ { @

EENENLe 1] L el T

)
(D
a|

Figura 17: A Fotomicrografia de musculo masseter submetido & reacdio de imunoistoquimica anti-Alpha CD31,
capturada em aumento de 400x, submetida ao programa IMAGE J, B fotomicrografias para contagem das
imunomarcagdes identificadas por drea
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Figura 18: Representa os resultados estatisticos da quantificagdo do nimero de pontos por drea marcados em reagao
imunoistoquimica anti- Alpha CD31, em um aumento de 400x. Nao houve diferenca estatistica significativa entre os
grupos experimentais.

Tabela 05: Valores de média e erro padrao da média (SEM) dos grupos experimentais propostos com relaciao
marcacio da rea¢do imunoistoquimica anti - Alpha CD31. GI- grupo de animais sem estresse e sem alteragciao
oclusal, G II: animais com alteracdo oclusal e sem estresse, em GIII animais sem altera¢do oclusal e com
estresse e em G I'V- animais com alteracio oclusal e com estresse.

Alpha CD 31- PECAM

MEDIA SEM N
G I - Controle 22,7 4.4 5
G II - Alterac¢do Oclusal 45,2 7,3 5
(AO)
G III - Estresse Variado 40,2 8,0 5
(EV)
GIV-AO+EV 48.37 3,1 5

5.5.3 Resultados para Miosina - MyHC

Essa reacdo permitiu identificar as fibras musculares imunomarcadas com o anticorpo
para cadeia pesada de miosina do tipo I, ou seja, as de contracdo lenta. Escassas fibras com

esta caracteristica foram notadas no feixe profundo anterior do musculo masseter,
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revelando predominio de fibras de contracdo rdpida neste feixe. Essas fibras

imunomarcadas estavam proximas a fusos (Figura 19)
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Figura 19: Fotomicrografias de cortes de miisculo masseter esquerdo de ratos, congelados e submetidos a
reacdo de imunoistoquimica anti- Miosina. A- Marcagio para fibras lentas — aumento de 200x e B- Marcagdo
para fibras lentas- aumentos 400x. Todas as laminas foram submetidas a revelacdo com DAB por 3 minutos

5. 6 Resultados para Espécies Reativas de Oxigénio - ROS

A fluorescéncia emitida pelas espécies reativas de oxigénio manifesta-se pela
intensidade de luz vermelha nos niucleos das fibras. Dez imagens representativas de cada
grupo foram obtidas em fotomicroscopio Olympus BX61 (figura 20) acoplado a uma camera

digital (Olympus DP72).

Os resultados estatisticos sugerem que a exodontia (G II) diminuiu a quantidade de
espécies reativas de oxigénio quando comparado ao grupo controle (G I), enquanto que a
presenca do estresse variado isolado (GIII) ou associado a exodontia (GIV), ndo alterou a
quantidade de espécies reativas de oxigénio em relagdo ao grupo controle (GI) (Figura 21 e

Tabela 6).
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Figura 20: Fotomicrografias de musculo masseter de ratos, polarizados para a técnica de marcacdo de
Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) por dihidroetideo (DHE). Onde temos em A o GI- grupo de animais
sem estresse e sem alterag@o oclusal, em B o G II: animais com alterag@o oclusal e sem estresse, em C o GIII
animais sem alteracdo oclusal e com estresse e em D o G IV- animais com alteragcdo oclusal e com estresse.

Aumento de 400x.
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Figura 21: Representacdo gréifica dos resultados estatisticos dos grupos experimentais propostos apds reagao
de fluorescéncia para Espécies Reativas de Oxigénio, dispostos de acordo com quantidade de fluorescéncia
emitida. Letras diferentes significam diferengas estatisticas.

Tabela 06: Valores de média e erro padrdo da média (SEM) dos grupos experimentais propostos, com relaciao
4 fluorescéncia de amostras de musculo submetidas a reacdo de Espécie Reativa de Oxigénio (ROS). GI-
grupo de animais sem estresse e sem alterag@o oclusal, G II: animais com alteracdo oclusal e sem estresse, em
GIII animais sem alteracdo oclusal e com estresse e em G I'V- animais com alterag@o oclusal e com estresse.
Alteragdo oclusal (AO) por exodontia unilateral e Estresse Cronico Variado (ECV=EV).

Espécies Reativas de Oxigénio — EROS/ ROS

MEDIA SEM N
G I - Controle 85,58 0,76 5
G II - Alteracao 82,66 0,68 5
Oclusal (AO)
G III - Estresse 85,00 0,36 5
Variado (EV)
GIV-AO+EV 83,75 0,36 5
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5.7 Resultados para atividade oxidativa das fibras por Succinato desidrogenase - SDH

A regido médio-posterior, do feixe profundo do masseter, foi analisada com a
reacdo de SDH. Esta reacdo permitiu diferenciar fibras com trés intensidades de azul
(escuras, intermediarias e claras). As fibras escuras foram consideradas as de maior
atividade metabolica. As fotomicrografias dos grupos sdo mostradas na figura 22.

Quando comparadas os trés tipos de fibras, em cada grupo individualmente, foi
possivel verificar a presenca de todos os tipos de fibras, com predominio das fibras claras,
em relagdo as outras: intermedidrias e escuras (Figura 23)

Verificada a normalidade dos dados oriundos da reacdo histoquimica para SDH e,
procedendo-se os testes de ANOVA Fatorial e Tuckey, apés equivaléncia do nimero de
animais, os resultados apontaram ndo haver diferenca estatisticamente relevante com
relacdo a quantidade de fibras escuras, intermedidrias e claras entre os quatro grupos

experimentais propostos (Figura 24 e Tabela 07)
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Figura 22: Fotomicrografias de misculo masseter de ratos submetidos a rea¢éo histoquimica de SDH, sendo:
Onde temos em A o GI- grupo de animais sem estresse e sem alteragdo oclusal, em B o G II: animais com
alteragdo oclusal e sem estresse, em C o GIII animais sem alteracdo oclusal e com estresse e em D o G IV-
animais com altera¢do oclusal e com estresse. Alteragdo oclusal (AO) por exodontia unilateral e Estresse
Cronico Variado (EV). Aumento de 200x.
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Figura 23: Representacdo gréafica dos resultados estatisticos dos grupos experimentais propostos apds reaciao
de SDH, E- fibras escuras, I- Fibras Intermedidrias e C- fibras claras ANOVA e Tuckey. Programa Prisma
3.0. Onde temos em GI- grupo de animais sem estresse e sem alteracdo oclusal, em G II: animais com
alterac@o oclusal e sem estresse, em GIII animais sem alteracdo oclusal e com estresse € em G I'V- animais
com alteragdo oclusal e com estresse. Alteracdo oclusal (AO) por exodontia unilateral e Estresse Cronico

Variado (ECV=EV). Aumento de 400x.
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Figura 24: Representacdo gréifica dos resultados estatisticos dos grupos experimentais propostos apds reagao
de SDH: A. - fibras escuras, B- fibras Intermedidrias, C- Fibras Claras. Onde temos em GI- grupo de animais
sem estresse e sem alteracdo oclusal, em G II: animais com alteracdo oclusal e sem estresse, em GIII animais
sem alteragdo oclusal e com estresse € em G IV- animais com alteraciio oclusal e com estresse. Alteragdo
oclusal (AO) por exodontia unilateral e Estresse Cronico Variado (ECV=EV). ANOVA e Tuckey. Programa



Tabela 07: Valores de média e erro padrdo da média (SEM) dos grupos experimentais propostos com relagiao
ao nimero de fibras escuras, intermedidrias e claras apds reagdo histoquimica de SDH. Onde temos em GI-
grupo de animais sem estresse e sem alteragc@o oclusal, em G II: animais com alterag@o oclusal e sem estresse,
em GIII animais sem alteragdo oclusal e com estresse ¢ em G IV- animais com alteracdo oclusal e com
estresse.

SDH
Escuras Intermedidrias 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 Il - Alteragdo 20,45 4,592 5 24 3393 § 39,5 3,367
Oclusal (AO)
G Ill — Estresse 13,85 1,868 5 26 1,052 5 31,15 3,274 5

Variado (EV)
GIV-AO +EV 10,68 2,144 5 23,83 1,847 5 33,09 1,973 5
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6 Discussao

Este estudo avaliou as caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas do musculo
masseter, em animais submetidos a condi¢cdes de estresse cronico variado e alteracdo
oclusal por exodontia. Esses dois fatores tem sido correlacionados com os sintomas de dor
miofascial associada a DTM. No entanto, 0 mecanismo bioldgico subjacente a ambos ainda
€ pouco compreendido. Os resultados das diferentes metodologias visam contribuir sobre o
entendimento da fisiopatologia dessas disfungdes ainda carentes de tratamento. O ponto
gatilho miofascial e a sindrome da dor miofascial tem recebido atencdo na literatura clinica
e cientifica (Dommerholt, 2006), mas ainda permanecem muitas dividas em relacio a sua
etiologia (Simons, 2008).

O estresse € a reacdo em que O organismo ativa o eixo hipotalamico pituitario
adrenal (HPA) e o sistema nervoso simpatico (SNS), resultando em uma mudanga ou em
uma adaptacdo fisioldgica (Maier and Watkins, 1998). A resposta de estresse € um conjunto
de processos corporais destinados a neutralizar o estado da homeostase ameacada (Yeh et
al., 2013). Sabe-se que a resposta adequada ao estresse € fundamental para a sobrevivéncia
de um animal, mas, se prolongada ou anormal, pode ser prejudicial, relacionando-se a um
grande numero de doencgas humanas, tais como a depressdo e as doencas metabolicas (Yeh
et al., 2013). No entanto, o mecanismo biologico do estresse na DTM ainda é mal
compreendido.

Os resultados de quantificacdo das enzimas MPO obtidos no feixe superficial do
masseter, ndo mostraram haver diferenca estatistica entre o nimero de polimorfonucleares,
quando comparados os diferentes grupos experimentais. Foram analisadas quantidades
iguais de tecido (musculo masseter) em miligramas.

Ha relatos que suportam a hipdtese de que a presenca de altos niveis de enzima
MPO sao fatores de risco para multiplas doencgas inflamatérias (Davies, 2011). Entretanto,
neste estudo, a exodontia e o estresse cronico variado isolado ou associado a exodontia ndo
induziram inflamacgdo dessa regido especifica do miisculo masseter. A justificativa para os
fatores de variacdo ndo terem alterado os niveis de MPO pode ser atribuida ao fato da

orientacdo antero-posterior das fibras neste feixe. Demonstrando assim, que as atividades

65



de protrusdo e retrus@o nao foram afetadas pelos fatores indutores do nosso modelo de
estudo.

No feixe superficial inferior do musculo masseter, avaliado por meio da atividade
gelatinolitica total, os resultados ndo demonstraram diferenca estatisticamente significante
quanto a expressdo da forma ativa da MMP-2 - peso molecular de 72 kilodaltons (Kda)
(Sakalihasan et al., 1996), quando comparados os diferentes grupos experimentais
propostos. As proteinas da familia de matriz metaloproteinases (MMP) estdo envolvidas na
degradacdo da matriz extracelular em processos fisiologicos normais, tais como
reproducgdo, desenvolvimento embriondrio e remodelacdo do tecido (Howard et al., 2012).
As metaloproteinases (MMPs) da matriz extracelular (MEC) s@o endopeptidases
dependentes do zinco, e responsdveis pela remodelacdo do tecido conjuntivo (Kaneko et
al., 2012). As MMP-2 e MMP-9 recebem o nome de gelatinase por sua atividade
enzimatica sobre os componentes da lamina basal, uma barreira que os mioblastos devem
transpor durante o desenvolvimento e regeneracdo muscular. (Tippett et al., 2008) Tanto a
MMP-2 quanto a MMP-9 possuem a capacidade de clivar a elastina e coldgeno tipo IV.
Atuam conjuntamente com a fibronectina tipo II (Nagase et al., 2006).

Em um estudo temporal, apés a cirurgia, Skittone et al 2008 verificaram aumento
atividade da MMP-2 no musculo tibial em desuso, apds uma semana, mas essa atividade
nio foi observada a partir da 3" semana. Chen er al 2010 revelaram que o estresse
psicolégico, ao longo de 03 a 05 semanas, modifica significativamente o feixe profundo do
musculo masseter de ratos, correlacionando-o como um fator de risco para o
desenvolvimento de dor musculo esquelética. A exodontia isolada, assim como o estresse
cronico variado isolado ou associado i exodontia, ndo afetaram os niveis de gelatinase. E
possivel que 23 dias apds a exodontia seja um periodo longo para analisar a atividade da
MMP-2, visto que Skittone et al 2008 ndo observaram sua atividade na 3* semana apds a
inducdo do estimulo (Skittone et al., 2008). Sugere-se também que esteja relacionado a
morfologia e a orientacdo das fibras do feixe estudado neste modelo. Esses dados sdo
suportados pela revelagdo de que os fatores de variagdo acima descritos ndo alteravam os
niveis da enzima MPO nesse mesmo feixe, mesmo que utilizando uma sensivel

metodologia para tal finalidade.
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Apesar das seccgdes transversais do feixe profundo anterior do musculo masseter,
corados em HE, ndo apresentarem diferencas quantitativas das fibras, foram vistos
fasciculos isolados, com a grande maioria das fibras de contorno angulado e ntcleos
localizados na por¢do central, ou em deslocamento, se comparados ao grupo controle (GI)
nos grupos submetidos a alterag¢do oclusal e ao estresse cronico variado (GII, GIII e GIV).

A ultraestrutura das fibras musculares confirmou o efeito das varidveis: estresse e
exodontia, quando demonstrou, nos grupos experimentais, mitocondrias intumescidas,
assim como descontinuidade de membrana mitocondrial no grupo com alteracdo oclusal
apenas (GII), perda da membrana do reticulo sarcoplasmdtico no grupo com estresse
cronico variado isolado (GIII) e no grupo com alteragdo oclusal associada ao estresse
cronico variado (GIV), além das areas de continuidade entre as miofibrilas observadas.
Mitocodndrias intumescidas com perda de cristas e reduc@o na densidade da matriz, além de
uma diminui¢io Na™-K*ATPase e Ca2+'ATPase, evidenciadas nos musculos mastigatorios,
em situagdes de estresse prolongado foram correlacionas por Chen et al 2010, com uma
diminuicdo na glicdlise aerdbica e hipoxia, ou isquemia dos musculos, com consequente
aumento no metabolismo anaerdbico (Chen et al., 2010)

As mitocondrias desempenham um papel importante na produgdo de energia através
da geracdo de ATP, modulando sinais intracelulares (Isaeva and Shirokova, 2003). O
reticulo sarcoplasmatico absorve, armazena e libera ions célcio (Gunter et al., 1998). A
ATPase de Ca** do reticulo sarcoplasmitico transfere Ca** do citoplasma da célula para o
limen do reticulo sarcoplasmatico (Toyoshima, 2009). E conhecido também que a ATPase
de Ca®* da membrana plasmética é uma proteina que serve para remover Ca>* das células,
regulando assim sua quantidade dentro da mesma.

Um aumento nos niveis de fons célcio no musculo masseter superficial e profundo,
ipsilateral ao desgaste oclusal unilateral em ratos, com intumescimento mitocondrial e areas
com fibras mostrando sinais de degeneracdo tecidual apdés 14 dias da inducdo da
maloclusdo foi descrito por Bani e colaboradores, em 1999, (Bani et al., 1999). Diante do
exposto, as caracteristicas ultraestruturais das mitocondrias intumescidas, a presenca de

reticulo sarcoplasmético com a membrana rompida e o desarranjo das miofibrilas nos
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grupos experimentais indicam alteracdo no metabolismo, liberagdo descontrolada de cdlcio
e consequente contragdo causada por esse excesso de célcio.

Derivados do oxigénio com instabilidade e alta reatividade, incluindo superéxido
(Oy7), peréxido de hidrogénio (H,O,), e radical hidroxila (OH") sdo genericamente
chamadas de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) (Mccord and Fridovich, 1978). A
presenca das espécies reativas de oxigénio (ROS) foi avaliada em cortes histologicos
obtidos a partir do feixe anterior do musculo masseter profundo esquerdo.

No grupo submetido a alteracdo 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 regulacdo da expressdo génica sensivel a 6xido redugdo,
afetando a via sinalizadora e mantendo a funcido de contracdo. Em condicdo de exercicio
prolongado e fadiga muscular, a producdo de ROS € aumentada, o que resulta em dano.
Fato que contribui para o declinio da funcdo muscular, assim como da resisténcia a carga
mecanica e desordens musculares esqueléticas (Wei et al., 2011).

Sriram e colaboradores, em 2011, descreveram baixos niveis de espécies reativas de
oxigénio em pacientes com sarcopenia tratados com miostatina, um medicamento pro-
oxidante, que sinaliza a forma¢do de ROS (Sriram et al., 2011). A sarcopenia é, por sua
vez, a perda de massa e forca na musculatura esquelética (Wakabayashi and Sakuma,
2013). Portanto, a diminuicdo de ROS, devido a exodontia, pode interferir nas condi¢des
fisiologicas do musculo, ja4 que a ROS é um importante regulador molecular da via
sinalizadora e da manutencdo da contracdo muscular. No entanto, o estresse isolado ou
associado a exodontia, nas condi¢Oes experimentais propostas, ndo afetaram o estresse
oxidativo do musculo.

A andlise qualitativa do endotélio capilar, imunomarcado pela laminina, mostrou no
grupo com exodontia isolada (GII), com estresse variado isolado (GIII) e associado a
alteracao oclusal (GIV), uma variagdo no contorno dos capilares, sendo uns com limen
dilatado e outros com limen contraido. As lamininas sdo glicoproteinas importantes e
biologicamente ativas da lamina basal. Constituem o arcabouco estrutural nos tecidos do
organismo. Elas sdo secretadas e incorporadas as células da matriz extracelular e agem

também influenciando a diferenciagdo celular (Timpl et al., 1979).
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Os capilares dilatados do grupo com estresse cronico isolado ou associado a
alteragcdo oclusal (GIII e GIV) estdo em concordancia com os achados de Chen et al 2010,
além disso, capilares com a reducdo do limen consistiu uma observagdo qualitativamente
importante. O estresse vem acompanhado da estimulacdo do Sistema Nervoso Simpdtico
(Callister et al., 1992), cuja agdo altera o fluxo sanguineo e a contragdo muscular (Jinig,
1985). Esse aumento da tonicidade muscular ocorre por ativacdo da placa motora, em
decorréncia da estimulacao aumentada do sistema simpdtico (Roatta ef al., 2009). Hidaka et
al 2004 relataram que o estresse mental afeta a eletromiografia do misculo temporal, mas
pouco do musculo masseter (Hidaka, O. et al., 2004). Neste mesmo ano, observou-se que
um estressor leve, mas duradouro, aumenta a atividade do sistema nervoso simpético
(Hidaka, O et al., 2004), cujo sistema € um poderoso vasoconstritor da regido facial (Roatta
et al.,2009).

Tanosoto et al 2012, sugeriram que em estresse de forte impacto, o equilibrio entre a
atividade simpdtica e parassimpatica pode ser alterado (Tanosoto et al., 2012). A atividade
simpdtica, pela ativagao dos receptores alpha 1 adrenérgicos causam vasoconstri¢do (Leech
and Faber, 1996) enquanto em receptores beta 2 adrenérgicos, causam vasodilatagdo
(Hillman and Lundvall, 1981). Esses fatores foram associados por Hidaka e colaboradores
em 2004, como responsaveis pelas diferengas regionais observadas.

A diferenca no limen dos capilares, observada neste trabalho, pode ser associada ao
efeito da complexa atividade simpdtica indireta nos musculos. Egginton e Hudilickd em
2000, afirmam que em condi¢Oes de estresse, os capilares presentes podem atuar de forma
mais ativa, removendo metabdlitos em detrimento ao fornecimento de suplementos
(Egginton and Hudlickd, 2000). H4 relatos também de que a compressdo de vasos
sanguineos, causada pela contragcdo da musculatura, pode resultar em liberacdo de fatores
metabdlicos e miogénicos locais favorecendo a vasodilatacio (Hillman and Lundvall,
1981). A presenca do estresse ativa a eNOS nas arteriolas causando dilatacio, e essa
dilatacdo reduz a reperfusdo (Bagi et al., 2005). Esses dados contribuem para a
compreensdo da presenca de capilares dilatados intercalados com capilares contraidos, em
secgOes transversais de musculos masseter de grupos submetidos a exodontia isolada ou

associada ao estresse. Nossa hipétese € que dreas contraidas do miisculo modificam a forgca
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hemodindmica, que, possivelmente, aumenta a tensdo que pode levar, por sua vez, a
vasodilatacdo dos capilares, em determinadas regides musculares.

Neste sentido, em 2005, Bagi et al, descreveram uma molécula de adesdo
plaquetdria de células endoteliais (PECAM 1) ou Alpha CD31, a qual detecta gradientes de
tensdo da parede vascular, com alta afinidade pelo 6xido nitrico (NO) — um importante
mediador da vasodilatacido (Bagi et al., 2005). Os resultados de vasos imunomarcados por
meio da reacdo anti-alpha CD31, para os grupos experimentais propostos neste trabalho,
mostraram tendéncia ao aumento no numero de capilares. No feixe anterior profundo do
musculo masseter, Hidaka e al 2004, afirmaram que a vasodilatacio e a vasoconstri¢ao sao
fundamentos fisiol6gicos no ajuste do metabolismo dos tecidos, e que os distirbios no
volume de sangue intramuscular contribuem para dor (Hidaka, O et al., 2004).

A observacdo feita, em que o limen dos capilares aparece contraido, apesar da
presenca de capilares com limen dilatado, pode ser responsdvel pelas alteracdes
morfoldgicas regionais das fibras musculares por hipoxia, em locais de capilares
contraidos. As condi¢des hemodinamicas dos diferentes feixes do musculo masseter
requerem mais estudos, visando compreender melhor a sua relacio com a dor miofascial e
com a DTM, frente ao estresse variado e a alteracao oclusal.

Ha relatos de que para se adaptar as diferentes cargas funcionais, as fibras do
musculo esquelético, podem alterar sua isoforma de miosina (MyHC) bem como a drea de
secdo transversal (Vreeke et al 2007). Em nosso estudo, o feixe anterior do misculo
masseter profundo, de animais submetidos ou ndo a alteracdo oclusal e ao estresse, ndo
permitiram verificar essa alteracdo quanto ao tipo de miosina, visto que esta miosina tipo I
¢ pouco expressa no masseter € ndo apresentou alteracao.

O musculo masseter profundo € caracterizado por uma preponderancia de fibras tipo
IIb sobre as do tipo Ila (Fukai, 1996; Sano et al., 2007). A distribui¢do dos tipos de fibras
musculares na porc¢do anterior do miisculo masseter profundo € estavel e, fibras imaturas
niao foram observadas (Nishide et al., 2001a). As propriedades fisioldgicas motoras das
fibras musculares estdo associadas com a isoforma de miosina e s@o classificadas como
quanto ao tipo de contracdo em: lenta (I), rdpidas resistentes a fadiga (Ila) e rdpidas nao

resistentes a fadiga (IIb).
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As proteinas da miosina sdo fatores que determinam a velocidade de contracdo e a
geracdo de forca mixima da musculatura. Em geral, atividade muscular reduzida induz a
transicdo para fibras de contracdo mais rdpidas e uma diminuicdo da drea de secdo
transversal de fibras (Vreeke et al., 2011). Desta forma, outros estudos serdo necessarios,
usando anticorpos para miosina tipo Ila e IIb, visando investigar os efeito da exodontia e do
estresse, isolados ou associados, em musculo masseter

A atividade de succinato desidrogenase (SDH) mede a capacidade oxidativa da fibra
muscular (Jonkers et al., 2012). A distribuicdo da atividade, por SDH, na regido médio
posterior, do musculo masseter profundo, revelou fibras musculares em trés intensidades de
colorac@o azul (claras, intermedidrias e escuras), sendo consideradas as mais escuras as
com maior atividade metabdlica (oxidativa). Analisando todos os tipos de fibras musculares
juntas, demonstradas pela reacdo de SDH, grupo a grupo, essa regido do miusculo revelou
um predominio de fibras claras, caracterizando ser um musculo com alta atividade
glicolitica e baixa atividade oxidativa, visto que as fibras escuras representaram as de
menor drea relativa.

A literatura afirma que uma menor demanda metabdlica no musculo em individuos
com paraplegia, por exemplo, resulta em uma diminui¢do significativa na capacidade
oxidativa da fibra muscular e ¢ acompanhada de alteracdes nos padrdes de atividade SDH
(Jonkers et al., 2012). Para Deveci e Egginton as dreas relativas aos diferentes tipos de
fibras no musculo tibial anterior, ndo foram alteradas pela aclimatizac¢do ao frio, apesar do
frio ter induzido a hipertrofia das fibras em ratos, apos 08 semanas de experimento. Esses
autores sugeriram uma alteracdo adaptativa na massa muscular que estd intimamente
regulada para preservar a composicao original do misculo (Deveci and Egginton, 2002).
Em condicdo de estresse isolado ou associado a exodontia, houve pouca evidéncia de
transformacao nos tipos de fibras. Alguns fatores sugeridos para essa resposta pode ser a
orientacdo das fibras da regido médio posterior do misculo masseter analisada, cujas
funcdes ndo foram afetadas pelas condicdes experimentais propostas ou também pelo
tempo experimental induzido. Tendo em vista que o musculo masseter € complexo, e
constituido por vdrios feixes, outros estudos envolvendo a atividade metabdlica de cada

feixe sdo sugeridos.
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7 Conclusao

1 No feixe superficial do musculo masseter, a alteracdo oclusal por exodontia e o

estresse cronico variado, isolados ou associados:

e Nao promoveram a infiltracdo de polimorfonucleares analisados por meio da
Mieloperoxidase (MPO);
e Niao alteraram os niveis das metaloproteinases (MMP2) avaliados por meio da

atividade Gelatinolitica Total (GT);

2 No feixe anterior do miisculo masseter profundo, a alteragdo oclusal por exodontia e

o0 estresse cronico variado, isolados ou associados:

e Revelaram alteragdes regionais no musculo; a partir das caracteristicas histologicas
das fibras, coradas por HE,

e Alteraram a ultraestrutura dos reticulos sarcoplasmdticos, mitocondrias e
miofibrilas;

® Modificaram os limens dos capilares, ora reduzidos ora dilatados, imunomarcados
com anti-laminina;

* Demonstraram uma tendéncia ao aumento da densidade de capilares, evidenciado
pela reacdo imunoistoquimica anti-alpha CD31 do endotélio;

e Nao alteraram as escassas miosinas do tipo I, marcadas pelo anticorpo para cadeia
pesada da miosina para fibras lentas;

¢ Diminuiram os niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS/ EROS) no grupo
exposto a exodontia, isoladamente (GII), mas ndo alteraram no grupo de animais

expostos ao estresse cronico variado, isolado ou associado a exodontia (GIII e

GIV);
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3 No feixe médio posterior do muisculo masseter profundo, a exodontia e o estresse

cronico variado, isolados ou associados:

e Nio alteraram a atividade metabdlica das fibras musculares demonstradas por
meio da reacdo histoquimica de Succinato desidrogenase (SDH) e confirma a

prevaléncia de fibras claras;

Podemos concluir que a exodontia e o estresse cronico variado, isolados ou
associados induzem alteragdes regionais no musculo masseter. As alteragdes morfoldgicas,
ultraestruturais, hemodindmicas e estresse oxidativo, em regides do feixe profundo anterior
sugerem que um desequilibrio hemodinamico poder ter levado a isquemia, que altera a
morfologia e a ultraestrutura. Esses dados contribuem para a compreensdao do
desenvolvimento dos chamados pontos de gatilho. No entanto, novos estudos serdo

necessarios para melhor entendimento da etiopatogenia da dor miofascial e da DTM.
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