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RESUMO

A ma-oclusdo € a alteracio da posicdo dos dentes e do formato de arcadas que
afeta a estrutura musculoesquelética do sistema mastigatdrio de individuos acometidos por
essa condicdo. O objetivo deste estudo foi analisar as alteragcdes morfofuncionais da
mandibula e de dois mm. mastigatdrios de 48 ratos (Novergicus Wistar), divididos em trés
grupos de 16 animais, grupo 1: submetidos ao aumento bilateral da dimensdo vertical
oclusal, grupo 2: submetidos ao deslocamento retrusivo da mandibula e grupo 3: controle.
Foram realizadas a andlise morfométrica da densidade 6ssea do processo alveolar, do ramo
e base da mandibula e a andlise histoquimica (NADH-tr) dos musculos masseter e
temporal, ambas com o auxilio do software (ImageJ). A analise densitométrica apresentou
perda 6ssea somente na base da mandibula no grupo 1 (0,454 + 0,020) enquanto no grupo 2
(0,482 £ 0,025) e nas demais regides, houve o aumento do conteido dsseo. Os resultados
histoquimicos apresentaram as fibras glicoliticas rdpidas (FG) (1,06E+06 + 2,53+05) com
maior drea que as fibras oxidativas-glicoliticas rdpidas (FOG) (6,86E+05 + 1,50E+05),
enquanto as oxidativas lentas (SO) (5,50E+05 + 1,40E+05) foram menores que as demais.
Entre todas as fibras analisadas o grupo 2 (8,89E+05 + 2,56E+05) apresentou maior drea
que os grupos 1 (6,89E+05 + 1,18E+05) e controle (7,20E+05 £ 1,69E+05). As fibras do m.
temporal (8,54E+05 = 2,11E+05) apresentaram maior drea que as do m. masseter
(6,78E+05 £ 1,51E+05). Houve predominio de fibras FG (22 + 4) em relacdo as fibras FOG
(13+£3)e SO (15 £4) em todos os grupos e musculos avaliados. O m. temporal apresentou
mais SO (15 = 3,9) que FOG (12 + 3), e o m. masseter apresentou nimeros equivalentes
destas fibras. As alteracdes oclusais provocam modificagdes morfoldgicas no tecido 6sseo

da mandibula e dos mm. mastigatdrios.

Palavras Chave: Oclusdao dentdria, mandibula, muisculo masseter, musculo temporal,

densitometria §ssea.
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ABSTRACT

The malocclusion is an alteration of dental position and the shape of the arches
that affects the musculoskeletal structures of the masticatory system of individuals affected
by this condition. The objective of this study was analysis the morphofunctional alterations
of mandible and two masticatory muscles. Forty eight male rats Novergicus Wistar divided
into three groups of 16 animals, group 1: submitted to bilateral increased occlusal vertical
dimension, group 2, submitted to posterior displacement of the mandible and group 3:
control. The morphometric analyze of bone density of the alveolar process, ramus and base
of mandible and the fibres modifications by histochemistry (NADH-tr) of the masseter and
temporal muscles, were effected by the Image] software. The densitometric analysis
presented bone loss only in the base of the mandible in group 1 (0,454 + 0,020) and
increase in the bone content of mandible in group 2 (1,06E+06 + 2.,53+05) and other
regions. The histochemical results showed the fast glycolytic fibers (FG) (1,06E+06 +
2,53+05), area larger than fast glycolytic-oxidative fibers (FOG) (6,86E+05 + 1,50E+05),,
while the slow oxidative (SO) (5,50E+05 = 1,40E+05) was lower than the others. Among
all fibers analyzed, the group 2 (8,89E+05 + 2,56E+05) showed largest area than groups 1
(6,89E+05 = 1,18E+05) and control (7,20E+05 + 1,69E+05). The fibers of temporal
muscle (8,54E+05 + 2,11E+05) presented largest area than the masseter muscle (6,78E+05
+ 1,51E+05). There was predominance of FG fibers (22 + 4) in relation the FOG (13 £ 3)
and SO fibers (15 + 4), to other in all groups and muscles studied. The temporal muscle
presented numerically more SO (15 + 3,9) than FOG (12 * 3), and masseter muscle showed
equal numbers of these fibers. The occlusal alterations provoked morphological changes in

bone tissue of mandible and masticatory muscles.

Key words: Dental Occlusion, mandible, masseter muscle, temporal muscle, densitometry.
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INTRODUCAO

Na ultima década, as alteragcdes oclusais t€m ocupado um lugar de destaque na
sociedade como um fator de risco a saide dos individuos biologicamente suscetiveis,
devido os maleficios que podem provocar no sistema mastigatério, pois atingem um
percentual significativo da populacio influenciando negativamente na qualidade de vida de
seus portadores ',

Mesmo nio sendo considerada uma doenca, as alteracdes oclusais estdo
relacionadas diretamente a dor e ao desconforto muscular capazes de provocar
desequilibrio orgénico, social e psicologico no individuo acometido, tornado-se um
problema de satide ptblica presente que atinge toda a populagio *°. Fatores como
alteragdes posturais, parafungdes, aspectos psicolégicos e alteracdes proprioceptivas, entre
outros, sdo definidos como os principais responsaveis por essas condi¢des .

O termo oclusdo dentdria é definido como uma relagdo estatica de contato entre
os dentes antagonistas *°. Oclusdo fisiol6gica tem sido definida como aquela na qual o
conjunto de for¢cas que atuam sobre os dentes estd em estado de equilibrio, conservando o
estado de saude e fungdo normal entre dentes e estruturas de suporte do sistema
mastigatorio 7,

A mé-oclusdo € resultado de movimentos mastigatorios irregulares, pois a
eficiéncia mastigatdria € definida como a realizacdo adequada de ciclos mastigatorios, que
resulta na harmonia funcional das estruturas que compdem o sistema mastigatorio *

Dentes e tecidos acessorios associados a articulacdo temporomandibular e aos
musculos mastigadores colaboram interdependentemente para o equilibrio do processo
mastigatorio ¥ Sendo que qualquer alteracdo ocorrida a uma dessas estruturas induz a
transformacOes na morfologia musculoesquelética do sistema mastigatorio 1041,

O osso é considerado um tecido extremamente ativo, pois sua atividade
metabélica envolve predominantemente a remodelagdo 6ssea **, que é definida como um
processo de aposicdo, onde ocorre remoc¢do localizada do tecido ¢sseo envelhecido
(reabsorgdo) e substitui¢io por tecido recentemente formado ****. Evento este, decorrente
por toda a vida do individuo, responsavel pela renovagdo do esqueleto e manutencdo da
integridade morfofuncional **°,

11
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Os musculos esqueléticos sdo incitadores da aposicdo Ossea devido a tensdo
exercida pelos musculos sobre as regides dsseas de insercdo, o que também ocorre com 0s
dentes que transmitem tensdo para o tecido 6sseo de seus alvéolos no processo mastigatorio

45847 S A . . .
=27 Tal fato justifica que o estresse mecanico seja considerado um importante fator

regulador e um determinante na morfologia éssea desde estagios primdrios ***.

Visto a importante relacdo do desempenho muscular com a morfologia dssea, o
estresse tanto fisico como emocional sofrido pelos misculos da mastigacdo, resulta em
espasmos e fadiga muscular, o que pode provocar modificagdo em suas caracteristicas
morfofuncionais e facilitar o inicio de hdabitos parafuncionais, principalmente quando
associados a fatores oclusais **° "%,

Estudos realizados com alimentos de duas consisténcias, dura e macia,
relataram que a alimentagdo de consisténcia dura provocou maior dificuldade mastigatoria,
devido ao maior esforco e tensdo muscular em ratos submetidos a alteracdo oclusal,
causando aumento da densidade 6ssea no ramo da mandibula destes animais. Enquanto os
animais que se nutriram da alimentacdo macia apresentaram diminui¢do dos valores de
densidade 6ssea .

A anélise morfofuncional dos miisculos mastigadores e das estruturas dsseas em
diferentes regides da mandibula foi realizada em animais submetidos ao aumento da
dimensdo vertical de oclusdo com o uso de diferentes metodologias. Essa alteracdo causou
hipofun¢do muscular, resultando em uma mastigacio limitada e ineficiente, suficiente para
provocar reducdo da composi¢cdo dssea das dreas investigadas e modificacdo dos aspectos
morfofuncionais dos miisculos mastigatérios **"*7.

Os animais induzidos a alteracdo oclusal por meio do deslocamento posterior da
mandibula apresentaram influéncias negativas nas caracteristicas estruturais da articulacdo
temporomandibular, principalmente dos musculos mastigatérios, além de provocar
alteracdes na morfologia do condilo da mandibula. '***

A diminuicdo atipica da atividade mastigatdria habitual ou a execucdo precdria
e freqiente dos movimentos mandibulares resultam na redu¢do da massa dssea da

mandibula e na disfungdo dos misculos mastigatérios *°.

12
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Tal aspecto pode colocar em risco a estrutura do tecido dsseo, podendo
ocasionar patologias como osteopenia, osteoporose, periodontite, perda de dentes e
desordem temporomandibular 3713637, além de atuar negativamente na atividade dos
musculos elevadores da mandibula, caracterizada principalmente por sintomas sensoriais €
motores como fadiga, dor e desconforto destes musculos, freqiientemente associados a ma-
oclusio .
Diante da relacdo entre as mas-oclusdes com as modificagdes das estruturas
mastigatdrias, o presente estudo teve como objetivo analisar as alteracdes morfofuncionais

da mandibula e dos musculos mastigadores em ratos induzidos a alteragdes oclusais.

13
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CAPITULO 1

Artigo enviado para o periddico Brazilian Journal of Physical Therapy (Anexo ).
Titulo:

AVALIACAO MUSCULOESQUELETICA DE RATOS SUBMETIDOS A
ALTERACAO OCLUSAL

MUSCULOSKELETAL EVALUATION OF RATS SUBMITTED AT
OCCLUSAL ALTERATION

Cezar Augusto Souza Casarin ', Paulo Henrique Ferreira Caria ', Sidney Raimundo

Figueroa °.

! Departamento de Morfologia, Faculdade de Odontologia de Piracicaba — FOP,
Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil.

2 Departamento de Ciéncias Fisioldgicas, Faculdade de Odontologia de Piracicaba — FOP,
Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil.

Endereco:

Cezar Augusto Souza Casarin
Rua Samuel Neves, 1724, Bairro Jardim Europa, Piracicaba — Sao Paulo, CEP: 13416-404

E-mail: cezarcasarin.x @ gmail.com

Titulo reduzido:

AVALIACAO MUSCULOESQUELETICA DE RATOS SUBMETIDOS A MA-
OCLUSAL

MUSCULOSKELETAL EVALUATION OF RATS SUBMITTED AT MALOCCLUSION

Palavras Chave:

Oclusao dentdria, mandibula, misculo masseter, misculo temporal, densitometria.

Dental Occlusion, mandible, masseter muscle, temporal muscle, densitometry.
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RESUMO

Contextualizacdo: A ma-oclusdo € a alteracdo da posi¢do dos dentes e do formato
de arcadas que afeta a estrutura musculoesquelética do sistema mastigatorio de individuos
acometidos por essa condi¢cdo. Objetivo: analisar as alteracdes morfofuncionais da
mandibula e de dois miisculos mastigatérios. Métodos: Foram avaliados 48 ratos, divididos
em trés grupos de 16 animais, grupo 1: submetidos ao aumento bilateral da dimensdo
vertical oclusal, grupo 2: submetidos ao deslocamento retrusivo da mandibula e grupo 3:
controle. Foram realizadas a andlise morfométrica da densidade dssea do processo alveolar,
do ramo e base da mandibula e a andlise histoquimica (NADH-tr) dos musculos masseter e
temporal, ambas com o auxilio do software (Image]J). Resultados: A anilise
densitométrica apresentou perda dssea somente na base da mandibula no grupo 1 (0,454 +
0,020) enquanto no grupo 2 (0,482 + 0,025) e nas demais regides, houve o aumento do
conteido 6sseo. Os resultados histoquimicos apresentaram as fibras glicoliticas rdpidas
(FG) (1,06E+06 + 2,53+05) com maior drea que as fibras oxidativas-glicoliticas rapidas
(FOG) (6,86E+05 + 1,50E+05), enquanto as oxidativas lentas (SO) (5,50E+05 + 1,40E+05)
foram menores que as demais. Entre todas as fibras analisadas o grupo 2 (8,89E+05 +
2,56E+05) apresentou maior drea que os grupos 1 (6,89E+05 + 1,18E+05) e controle
(7,20E+05 £ 1,69E+05). As fibras do m. temporal (8,54E+05 + 2,11E+05) apresentaram
maior drea que as do m. masseter (6,78E+05 + 1,51E+05). Houve predominio de fibras FG
(22 £ 4) em relacdo as fibras FOG (13 = 3) e SO (15 £ 4) em todos os grupos € musculos
avaliados. O m. temporal apresentou mais SO (15 + 3,9) que FOG (12 + 3), e 0 m. masseter
apresentou numeros equivalentes destas fibras. Conclusoes: As alteracdes oclusais
provocam modificacdes morfoldgicas no tecido 6sseo da mandibula e dos misculos

mastigatorios.
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ABSTRACT

Contextualization: The malocclusion is an alteration of dental position and the
shape of the arches that affects the musculoskeletal structures of the masticatory system of
individuals affected by this condition. Objective: Analysis the morphofunctional
alterations of mandible and two masticatory muscles. Methods: Forty eight male rats
Novergicus Wistar divided into three groups of 16 animals, group 1: submitted to bilateral
increased occlusal vertical dimension, group 2, submitted to posterior displacement of the
mandible and group 3: control. The morphometric analyze of bone density of the alveolar
process, ramus and base of mandible and the fibres modifications by histochemistry
(NADH-tr) of the masseter and temporal muscles, were effected by the Imagel software.
Results: The densitometric analysis presented bone loss only in the base of the mandible in
group 1 (0,454 +0,020) and increase in the bone content of mandible in group 2 (1,06E+06
+ 2,53405) and other regions. The histochemical results showed the fast glycolytic fibers
(FG) (1,06E+06 * 2,53+05), area larger than fast glycolytic-oxidative fibers (FOG)
(6,86E+05 = 1,50E+05),, while the slow oxidative (SO) (5,50E+05 + 1,40E+05) was lower
than the others. Among all fibers analyzed, the group 2 (8,89E+05 + 2,56E+05) showed
largest area than groups 1 (6,89E+05 + 1,18E+05) and control (7,20E+05 = 1,69E+05).
The fibers of temporal muscle (8,54E+05 + 2,11E+05) presented largest area than the
masseter muscle (6,78E+05 + 1,51E+05). There was predominance of FG fibers (22 £ 4) in
relation the FOG (13 + 3) and SO fibers (15 £ 4), to other in all groups and muscles
studied. The temporal muscle presented numerically more SO (15 + 3,9) than FOG (12 +
3), and masseter muscle showed equal numbers of these fibers. Conclusion: The occlusal
alterations provoked morphological changes in bone tissue of mandible and masticatory

muscles.
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INTRODUCAO

A mad-oclusio pode provocar diversas alteracdes nos componentes do sistema
mastigatério e prejudicar a qualidade de vida dos afetados por essa condicdo '. A etiologia
dessas alteracdes € variada e atua de maneira combinada nas estruturas do sistema
mastigatério. Fatores como desordens posturais, parafungdes, aspectos psicolégicos,
alteragdes proprioceptivas, entre outros, sdo definidos como os principais responsaveis por
essas condicoes ’,

Embora nio seja considerada patologia, a ma-oclusio aliada a dor e ao desconforto
muscular € capaz de provocar desequilibrio organico, social e psicolégico nos individuos
portadores dessa condi¢do; tornando-se um problema de satide publica que atinge toda a
populagio °.

As alteragdes oclusais sdo causadas pela desarmonia morfolégica na posi¢do dos
dentes e no formato das arcadas dentarias. Na maioria das ocasides, t€m causas variadas e
acometem o sistema mastigatério provocando sobrecarga nos elementos maxilo-
mandibulares, gerando impacto sobre a estrutura, densidade e micro-arquitetura do tecido
musculo-esquelético da mandibula .

A diminui¢cdo anormal da atividade mastigatoria habitual ou a execugdo precéria e
freqiiente dos movimentos mandibulares resultam na reducdo da massa 6ssea da mandibula
e na disfuncio dos misculos mastigat6rios >°.

Tal aspecto pode colocar em risco a estrutura do tecido dsseo, podendo ocasionar
patologias como osteopenia, osteoporose, periodontite, perda de dentes e desordem
temporomandibular *’; além de atuar negativamente na atividade dos misculos elevadores
da mandibula, caracterizada principalmente por sintomas sensoriais € motores como fadiga,
dor e desconforto destes misculos, fregiientemente associados 2 ma-oclusio *

Diante da relacdo entre as mads-oclusdes e as modificacdes das estruturas
mastigatdrias, o presente estudo teve como objetivo analisar as alteracdes morfofuncionais
da mandibula e dos musculos mastigatorios em ratos induzidos a alteracOes oclusais.
METODOS

Foram avaliados 48 ratos machos, adultos (Rattus norvegicus albinus, Wistar) com
oito semanas de idade e cerca de 420 g de peso. Os animais foram mantidos em gaiolas

17
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plésticas e permaneceram uma semana em adaptacdo ambiental antes do inicio do
experimento. Foram alimentados com dgua e racdo animal (ad libitum), triturada apds o
tratamento, sobe temperatura ambiente média de 23°C e iluminagdo artificial com lampadas
fluorescentes, com foto-periodo de doze horas claro/escuro. Este experimento foi
submetido e aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA) do
Instituto de Biologia (IB) da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP, com
parecer de nimero 1216-1.

Os animais foram divididos em trés grupos de 16 animais cada, onde os grupos 1 e 2
(experimentais) foram submetidos a alteracio oclusal por dois métodos distintos, enquanto
o grupo 3 (controle) ndo foi submetido a altera¢do oclusal.

Os animais do grupo 1 foram submetidos ao aumento bilateral da dimensao vertical
de oclusdo, por meio da fixacdo com resina de um fio ortodontico de 0,9 mm de espessura

na face oclusal dos molares inferiores (Figura 1) +

Figura 1: Fio ortodontico fixado na face oclusal dos molares
inferiores dos animais do grupo 1. Fonte: Bezerra BB, 2007 °.

No grupo 2, foram submetidos ao deslocamento retrusivo da mandibula, pela
instalacdo de um dispositivo de 8 x 14 x 4 mm nos incisivos superiores, confeccionado com

bandas ortodonticas fixadas com resina (Figura 2) 10

18
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Figura 2: Banda ortoddntica instalada no incisivo
superior dos animais do grupo 2.

Antes da instalacio dos dispositivos oclusais, os animais foram pesados e
anestesiados com solu¢do de Ketamina (3,75 ml / 100 mg/ml), Xilazina (0,5 ml / 100
mg/ml) e dgua destilada (5,75 ml), via intramuscular. Apds quatorze dias da instalagdo dos
métodos de alteracdo oclusal os animais foram pesados novamente e sacrificados por
asfixia com gés carbonico. A hemimandibula e amostras dos musculos masseter e temporal
do lado esquerdo foram removidas para andlise da densidade 6ssea e histoquimica °. As
andlises morfométricas dos dados foram realizadas com o auxilio do software ImageJ /
Version v1,32j (National Institutes Health® — NIH, EUA) 1

Nas hemimandibulas foi realizada a avaliagdo da densidade Ossea em radiografias
padronizadas por meio do gerador de raios-X GE 1000® (General Electric Co., Milwaukee,
WI, EUA), operado com 65 Kvp, 10 mA, 10 impulsos de exposi¢ao sobre placas de fésforo
foto-estimuladas Digora OpTime (Soredex Rion Corporati0n®, Helsinque, Finlandia). Foi
utilizada uma escala de aluminio e um suporte de acrilico para cabegotes direcionando os
feixes de raios-X perpendiculares a placa, com a distancia foco-placa de 40 cm durante
todas as exposicoes. Todos os filmes foram processados usando o mesmo processador

automatico.
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Ap6s este procedimento, as radiografias foram digitalizadas sem qualquer
manipulacio do tempo de imagem, por meio de um scanner Digora OpTime (Soredex Rion
Corporation®, Helsinque, Finlandia), com resolucio de 360 dpi e 256 pixels (tonalidades de
cinza) (8 bit). Os valores densitométricos foram obtidos pela média dos valores de cinza em
pixels. As andlises foram desenvolvidas em uma drea quadrangular 0,7 x 0,7 mm, padrdao
para as trés regides da mandibula: processo alveolar (proximo do incisivo inferior) (PA),

ramo da mandibula (R) e base da mandibula (B) (Figura 3) 12

Figura 3: Vista lateral esquerda da mandibula do rato com as
respectivas dreas quadrangulares com 0,7 x 0,7 mm cada, selecionadas
e analisadas pelo software ImageJ. Sendo PA: processo alveolar, B:
base e R: ramo.

N

As amostras musculares foram submetidas a andlise da atividade metabdlica e
contritil pelo método histoquimico NADH-tr (Nicotinamide Adenine Dinucleotide -
Tetrazolium Reductase) B3

As biopsias foram realizadas na porcdo superficial do m. masseter e na regido
posterior do m. temporal de forma idéntica para todos os animais, com 0 comprimento
maior seguindo a disposi¢do longitudinal das fibras. Apds a remogao, os espécimes foram
imediatamente congelados em anidrido carbonico a - 80°C e em seguida armazenadas em

biofreezer a mesma temperatura %,
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Posteriormente os espécimes foram colocados em um micrétomo criostato CM 1100
(Leica Microsystems, Alemanha) a - 20°C e apds trinta minutos de aclimatizagcdo, foram
realizadas sec¢des transversais com dez micrometros (um) de espessura 1

Os cortes foram submetidos a acdo enzimatica (NADH-tr) para a identificacdo dos
tipos de fibras em tons azulados. Quanto a capacidade oxidativa e de contracOes lentas
aerdbicas (slow oxydative — SO) com tom azul escuro, glicoliticas rdpidas anaerdbicas (fast
glycolitic — FG) com tom azul claro e oxidativas-glicoliticas rdpidas e aerdbicas (fast
oxydative glycolitic — FOG) com tom azul intermedidrio (Figura 4) 15

Para cada musculo foram preparadas quatro ldminas contendo quatro cortes seriados

13
cada .

As laminas foram analisadas em um fotomicroscopio Leica DMLP (Leica
Microsystems®, Alemanha) com aumento de 20x acoplado a uma cAmera fotogréfica digital
DFC 280 (Leica Microsystems®, Alemanha) e digitalizadas pelo software Image Manager -
IM50 (Leica Microsystems®, Alemanha).

Foram escolhidos para andlise trés cortes de cada musculo, um de cada ldmina de
forma sequenciada. Foi determinada uma drea padrdo contendo aproximadamente 100
fibras musculares para identificacdo (Figura 4) e contagem das fibras musculares (Figura 5)
' Cinco fibras de cada tipo foram selecionadas aleatoriamente para a mensuracio da area
(Figura 6)°, que totalizou por grupo setecentos e vinte fibras medidas para cada misculo.

Para verificagdo da fidedignidade dos dados, todas as medidas foram realizadas trés
vezes pelo mesmo examinador com um intervalo de sete dias entre elas, sempre nas
mesmas condicOes-ambiente, conforme a andlise de confiabilidade intra-examinador por
meio do célculo do intraclass correlation coeficient I1CC), com 97% para os grupos e
98% para regides Osseas analisadas, com 97% para somatoria de fibras e 96% para as
medidas de drea .

Para cada variavel, os valores densitométricos médios transformados em milimetros de
aluminio (mmAl) e os valores histoquimicos médios em micrometros quadrados (pmz),
foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilks para verificacdo da normalidade desses dados
e posteriormente submetidos a andlise de variancia Two Way ANOVA, para comparagdo
dos grupos com o post hoc de Tukey para identificacdo das significincias entre os grupos e
varidveis, com nivel de significancia em 5%.
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.. # : "' B =
Figura 4: Area selecionada na amostra, com aumento de 20x. Para
identificag¢do dos tipos de fibras musculares, SO (azul escuro), FG (azul
claro) e FOG (azul intermediério).

Figura 5: Area selecionada na amostra, com aumento de 20x. Para
contagem dos diferentes tipos de fibras musculares, SO (azul escuro),
FG (azul claro) e FOG (azul intermedidrio), com auxilio do software
Imagel.
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Figr 6: Area selecionada na amostra, com aumento de 20x. Para
mensura¢do da drea dos diferentes tipos de fibras (SO, FOG, FG) foram
seleciondas cinco fibras de cada tipo, com auxilio do software Imagel.

RESULTADOS

Houve redugdo do peso corporal médio dos animais submetidos a alteracdo oclusal
durante o periodo de experimentac¢do, foi constatada a reducdo de 13% no grupo 1 e 1% no
grupo 2. Os animais do grupo controle ndo apresentaram reducdo, mas sim, aumento do
peso corporal médio em 0,4%.

Os dados obtidos pela andlise da densidade dssea radiografica permitiram observar a
diminuicdo desta na regido da base do grupo 1 e o aumento no grupo 2 comparado ao grupo
controle. No ramo da mandibula e no processo alveolar a densidade aumentou no grupo 2 e
no grupo 1 comparado ao grupo controle (Tabela 1).

A regido do ramo apresentou menores indices de densidade Ossea em todos os
grupos comparados as demais regides analisadas. A regido do processo alveolar
demonstrou maiores valores densitométricos que a base no grupo 1, enquanto que a regido

da base apresentou maiores valores que o processo alveolar nos grupos 2 e controle (Tabela

1).
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O grupo controle e o grupo 1 ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre si (p>0,05), mas mostraram valores de densidade 6ssea menores que o

grupo 2 (Tabela 1).

Tabela 1 — Valores médios e desvio padrio entre os grupos e dreas da mandibula, analisados em todas
as situacdes propostas, para o parametro Densidade Ossea Radiografica (mmAl).

Regides G1 G2 G3 Média
Base 0,454 + 0,020 0,482 + 0,025 0,458 £0,020 | 0,465 £ 0,022
Ramo 0,426 + 0,023 0,441 + 0,030 0,425 +£0,021 | 0431 £0,025
Processo Alveolar 0,457 + 0,020 0,478 + 0,020 0,456 £0,020 | 0,464 £ 0,020
Média *0,446 £0,020 | 0,467 £0,026 | *0,446 £0,021

* Nao diferem entre si pela ANOVA e teste post hoc de Fischer, p > 0,05.

Os dados obtidos pela andlise histoquimica pelo método NADH-tr foram
significativos entre si (p < 0,05), onde foi possivel observar que a drea das fibras do tipo FG
foi maior que as demais em todos os grupos e musculos estudados, enquanto que as fibras
SO foi menor e as do tipo FOG permaneceram intermedidrias (Figura 6).

As fibras FG demonstraram maior drea no m. temporal dos grupos 2, 1 e controle,
respectivamente, enquanto que no m. masseter foram maiores no grupo 1 e controle com
valores de drea equivalentes e menores no grupo 2 (Figura 7).

A drea das fibras SO foi maior no m. masseter que no m. temporal do grupo 1
respectivamente; resultado contrario ao encontrado no grupo 2 onde foi maior no m.
temporal. No grupo controle ndo houve diferencgas significativas dessa fibra no m. masseter
com p > 0,05 (Figura 7).

As medidas da drea das fibras FOG foram maiores no m. temporal do grupo 2,
controle e grupo 1 respectivamente; no m. masseter foram maiores, no grupo 1, controle e
grupo 2 (Figura 7).

O m. temporal apresentou maiores valores de drea de todas as fibras comparadas
com o m. masseter. A comparacio da drea das fibras do m. temporal entre os grupos foi
maior no grupo 2, seguido do grupo 1 e controle, respectivamente. Entre os mm. masseteres
os maiores valores de drea foram no grupo controle, grupo 1 e grupo 2 com menor area

(Figura 7).
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O grupo 2 apresentou maior drea de todas as fibras musculares identificadas,
seguido do grupo controle e grupo 1 respectivamente. Exceto para as fibras do tipo FOG

que demonstraram menor drea no grupo controle em relacdo ao grupo 1 (Figura 7).

Amplitude de area das fibras nos grupos avaliados

1300000
1600000

i SO

B FOG

FG

RHHTH

Figura 7: Valores médios e desvio padrio da 4rea das fibras em pum” diferem entre sim com p
< 0,05. *Nao diferem entre si pela ANOVA e teste post hoc de Scheffé, p > 0,05. Sendo M:
musculo masseter e T: miisculo temporal.

Em relagdo a quantidade de fibras em cada musculo, as do tipo FG foram
predominantes em todos os musculos e grupos avaliados, seguidas das fibras SO e FOG,
em menor nimero (Figura 8).

As fibras do tipo SO se apresentaram em maior nimero no grupo 1 que nos grupos
controle e grupo 2 respectivamente. As fibras FOG maioria também no grupo 1, com
numeros semelhantes no grupo 2 e controle (Figura 8).

O m. masseter demonstrou maior concentracdao de fibras FG e FOG que o m.
temporal, enquanto as fibras SO apresentaram numeros equivalentes em ambos o0s
musculos (Figura 8).

As fibras FOG se registraram em menor quantia que as fibras SO no m. temporal;

no m. masseter apresentaram-se em quantias similares (Figura 8).
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O maior nimero de fibras FG foi encontrado nos mm. temporal e masseter do grupo
1, seguidas do m. masseter do grupo 2, masseter e temporal do grupo controle e m.

temporal do grupo 2, respectivamente (Figura 8).

As fibras SO foram maioria nos mm. temporal e masseter do grupo 1, seguidas do
masseter do grupo 2, temporal e masseter do grupo controle e temporal do grupo 2, em
respectivo (Figura 8).

As fibras FOG foram predominantes nos mm. masseteres do grupo 1 e 2, seguidas

das fibras dos miusculos do grupo controle e menos predominantes nos temporais dos

grupos 2 e 1, respectivamente (Figura 8).

Quantidade de Fibras Musculares nos Grupos Avaliados

RSO =FOG  FG

Ne de Fibras em %

G1 G2 G3

Figura 8: Percentual (%) de fibras musculares nos grupos avaliados, difere pela ANOVA e teste
post hoc de Scheffé, p < 0,05. Sendo M: miisculo masseter e T: misculo temporal.

DISCUSSAO
A avaliacdo da densidade d0ssea mandibular, assim como a andlise metabdlica e
funcional dos musculos elevadores da mandibula sdo aspectos importantes para serem
avaliados nas desordens oclusais e osteopenia, que podem levar a desenvolver fraturas,

desgastes e/ou perda de dentes 14,
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O modelo animal, o gé€nero e faixa etdria selecionados para essa pesquisa foram
definidos com o intuito de evitar a acdo dos hormonios femininos, que segundo estudos
precedentes, influenciam diretamente na perda dssea e na alteragdo funcional dos misculos
da mastigacio .

Uma diversidade de métodos e técnicas que analisam a densidade Ossea pode ser
encontrada na literatura, mas normalmente, devido ao baixo custo e a falta de recursos
tecnologicos, a determinacdo da qualidade do material Osseo na regido mandibular €
baseada em diferencas radiograficas, por meio de andlises comparativas de radiografias em
série, com a utilizacdo de lentes de aumento e escalas de medida. Tal procedimento manual
apresenta limitacOes como a frequente discordincia na interpretacdo radiogréfica entre os
avaliadores ou mesmo discrepéncias significativas na interpretagdo de um mesmo avaliador
em tempos diferentes 18,

Essas interferéncias reduzem a capacidade de deteccdo de alteracOes Osseas,
limitando a confiabilidade do experimento, além das doencas dos tecidos duros como a
perda Ossea, que progride lentamente, ndo podendo ser detectada quantitativamente com
radiografias obtidas seqiiencialmente °.

A falta de acuricia dos métodos manuais torna os métodos computadorizados
ferramentas indispensdveis para o diagnostico de alteracOes na densidade Ossea, por
oferecerem maior confiabilidade *. Por esta razdo foi empregado nesse estudo o software
ImageJ / Version v1,32j (National Institutes Health® — NIH, EUA) por oferecer
fidedignidade e capacidade de calibracdo, que possibilitou controle das imagens, resultando
em uma tarefa padronizada e menos complexa ', eliminando assim, as limitacdes dos
métodos manuais, elevando a qualidade da avaliagdo.

A perda do contetdo 6sseo na mandibula pode ser detectada em diferentes locais,
porém a divergéncia de opinides em relacdo a drea mais propensa a essa condi¢do
demonstrou que o processo alveolar € o local menos afetado que outras dreas do corpo e
ramo da mandibula. Este fato € explicado pelo efeito anabdlico local gerado pela tensdo dos

dentes sobre o tecido 6sseo durante a mastigagio >,
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Tal aspecto auxiliou na definicdo das dreas analisadas nesta pesquisa, pois 0 ramo
da mandibula € o local onde se encontra a insercdo terminal do m. masseter ¢ a diminuicdo
de seu desempenho funcional tem sido responsavel pela perda de material 6sseo mandibular
2. Além destes locais apresentarem sinais radiopacos intensos, o que sustentou a acuricia
da andlise da densitometria Gssea nessas 4reas >,

A alteracdo oclusal induzida nos animais do grupo 1 provocou o aumento da
dimensdo vertical, bilateralmente, situacdo que se associa a oclusdes que ndo apresentam
contato intercuspidal *. J4 no grupo 2, foi realizado a retrusio da mandibula, com o
deslocamento posterior deste 0sso, provocando desarmonia e instabilidade oclusal '

Procedimentos que levaram os animais a desenvolver parafungdes do sistema
mastigatdrio, limitando a capacidade mastigatoria, que podem provocar dor e inflamagdo
nas regides afetadas **. Tais aspectos justificam a redugdo do peso corporal dos grupos
experimentais em relacdo ao grupo controle, sendo o aumento da dimensdo vertical da
oclusdo o método mais hostil, pois os animais do grupo 1 perderam mais peso que 0s
animais do grupo 2.

A limitacdo fisica causada pela interposi¢do do fio ortodontico na superficie oclusal
impediu o animal de contactar todos os dentes no fechamento da boca, provocando
hipofun¢do muscular, diminuindo a transferéncia das forcas mastigatérias para o tecido
Osseo, principalmente na regido do ramo da mandibula, o que atenuou a aposicido Ossea,
aumentando os campos de reabsor¢ao 2

Isto determina que a perda dssea s6 ocorra com a reducdo do estimulo mecéanico que
provocard aumento dos sitios de reabsorcdo e da atividade endosteal excessiva que
determina a proximidade da superficie endosteal da periosteal, resultando em lesdo e
adelgacamento Osseo 3

Eventos que esclarecem a diminui¢do da densidade Ossea da regido da base da
mandibula do grupo 1 comparado ao grupo controle, enquanto que os demais locais de
avaliac@o ndo sofreram diminui¢do em nenhuma outra ocasido ou grupo. Resultado também

encontrado em estudo anterior 8, onde o aumento da dimensdo vertical da oclusdo provocou

perda de tecido 6sseo mandibular na regido da base da mandibula.
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A regido do ramo apresentou-se como o local menos atingido pelo estresse
mecanico gerado no processo de mastigacdo, pois registrou os menores indices de
densidade Ossea. Visto que o estresse mecéinico deve existir em nivel suficiente para
manutencdo da estrutura e volume do tecido dsseo, considerado um fator importante no
controle do remodelamento 6sseo, pois sua integridade depende do equilibrio entre os
processos anabélicos e catablicos ',

Os animais do grupo 1, submetidos ao aumento da dimensdo vertical de oclusio
apresentaram maior densidade Ossea na regido do processo alveolar, por terem sofrido
maior estimulo mecéinico provocando maior aposi¢do Ossea nessa regido em relacdo a
regido da base, que apresentou valores menores. Tal fato pode ser explicado pelo fato
desses animais serem induzidos a um processo mastigatorio ineficiente, que propiciou
maior trabalho dos dentes incisivos, transferindo maior tensdo para o tecido Osseo do
processo alveolar g

Resultado contrdrio ao encontrado nos grupos 2 e controle que mostra a regido da
base com maior contetdo Osseo que a regido do processo alveolar, com os maiores valores
de densidade Ossea encontrados no grupo 2, determinando que a mandibula retruida
provocasse mastigacdo dificultada, incapacitando os dentes incisivos de suas func¢des. Tal
aspecto provocou maior esforco do m. masseter, gerando estimulo mais intenso na sua
inser¢do e, por conseguinte, maior acimulo de massa Ossea na regido da base que a do
processo alveolar. Logo, a drea de inser¢do do m. masseter, € o local onde se concentram
maiores niveis de tensdo sobre o tecido Osseo por se encontrar mais distante do eixo de
movimento fixado na articulagio temporomandibular *'°.

O grupo 2 apresentou maior compactagdo 0ssea que os grupos 1 e controle que
registraram valores ndo significativos. Esse fato ocorreu devido as bandas ortodonticas
instaladas no grupo 2 provocarem elevado estimulo mecanico nas dreas analisadas
comparadas ao grupo 1 e controle, o que confirma maior atividade osteobldstica (aposi¢ao)
do que osteocldstica (reabsor¢do), resultando no acréscimo da estrutura dssea nos locais

. 10,24
avaliados .
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Estudo realizado anteriormente », demonstrou que ressecgdes bilaterais realizadas
nas por¢des posterior do m. temporal e superficial do m. masseter foram prejudiciais a
morfologia da mandibula de ratos em crescimento, comparado as por¢des anterior do m.
temporal e profunda do m. masseter. A limitacdo causada no m. temporal (posterior)
apresentou evidéncias de reabsorcdo Ossea substancial, capazes de reduzir a altura do ramo
da mandibula desses animais; enquanto que o mesmo procedimento realizado no m.
masseter (superficial) gerou reducido no tamanho da mandibula, principalmente no sentido
antero-posterior.

Apesar das por¢oes dos miisculos mastigadores funcionarem de forma independente
uma da outra, o m. temporal (posterior) € o m. masseter (superficial) sdo recrutados de
forma miutua na fase primdria do fechamento da boca, tendo como principal funcdo a
estabilizacdo da mandibula enquanto as por¢des anterior do m. temporal e profunda do m.
masseter, considerados secunddrios a este processo, elevam a mandibula % Tais aspectos
auxiliaram a determinacdo das regides para a remog¢do dos espécimes dos musculos, pois 0s
processos de alteragdo oclusal utilizados neste trabalho causaram instabilidade oclusal
alterando os musculos estabilizadores da mandibula.

Por meio da andlise metabdlica (NADH-tr) realizada nos mm. masseter e temporal
foi possivel identificar os trés tipos de fibras, o que demonstrou heterogeneidade na
composi¢do celular destes miisculos, apresentando as fibras SO, que utilizam oxigénio e
acidos graxos como fontes de energia, capazes de desenvolver forca moderada, tornando-se
resistentes a fadiga. As fibras FG que utilizam o glicogénio como fonte de energia,
apresentam desenvolvimento de for¢a muito maior que as SO, porém ndo resistentes a
fadiga. Ao tempo que as fibras FOG, classificadas como intermedidrias por apresentar
caracteristicas medianas dos dois principais tipos de fibras ja citados sdo capazes de
contrair lentamente e resistir a fadiga, como também contrair de forma rapida e gerar forca
utilizando-se das duas fontes de energia *"**.

As fibras FG apresentaram maior drea e predominio de células em todos os
musculos e grupos estudados, em relacdo as demais fibras identificadas. O que evidencia
que as porcdes superficial do m. masseter e posterior do m. temporal tem caracteristicas de
contracdo rdpida anaerdbia e eminente forca funcional " Contrarias as porcdes profunda
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do m. masseter e anterior do m. temporal que de acordo com outros estudos, demonstram
caracteristicas de contracdo lenta aerobia devido as fibras SO apresentarem drea e nimero
predominantes 2

Apesar do m. masseter do grupo controle ndo apresentar nimeros significativos, as
fibras SO mostraram maior drea neste grupo e menores nos grupos 2 e 1 respectivamente.
Situacdo decorrente por este musculo apresentar caracteristicas aerdbias, resistentes a
fadiga, o que o torna capaz de executar contracdes estdticas e dinamicas de baixa
intensidade por longos periodos de tempo. Todavia, os masseteres dos grupos 1 e 2
mostraram menores valores de drea devido as perturbacdes oclusais a que foram
acometidos, o que gerou a restricdo da capacidade de mordida e desarmonia oclusal desses
animais, provocando desequilibrio funcional e metabdlico do sistema mastigatério que
resultou em valores menores, dispares significativos entre 0s grupos experimentais em
relacdo ao grupo controle ‘.

As fibras FOG de maior drea foram observadas no m. temporal do grupo 2, seguidas
dos grupos controle e grupo 1 em respectivo. A inclusdo de bandas ortodonticas nos
incisivos superiores deste grupo nido impediu esses animais de se alimentarem, mas a
modificagdo da mecénica e a nova posi¢cdo da mandibula causaram alteracdo do foco de
contracdo, que promoveu tensdo no musculo provocando maior esfor¢o fisico da
musculatura envolvida na mastigagdo. Os musculos esqueléticos quando submetidos ao
aumento de trabalho fisico hipertrofiam suas fibras devido ao aumento da expressdo das
proteinas filamentares resultando no aumento do numero de sarcomeros, 0 que aumentou o
volume das fibras musculares '**’.

Motivo que apresentou o grupo 2 contendo as fibras de maior drea, seguidos do
grupo controle e grupo 1, respectivamente. Nos animais do grupo 1 o resultado foi o
contrério. Os ratos submetidos ao aumento da dimensdo vertical da oclusdo que restringiu
quase por completo a funcdo e a forca dos musculos mastigatorios provocou hipotrofia de
suas células », o que as tornou menores do que as células em estado normal no grupo

controle.
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O grupo controle apresentou menor drea de suas fibras do que o grupo 1 em apenas
uma situagdo caracterizada pelas fibras FOG. Isto pelo fato das fibras SO, ricas em
mitocOndrias, serem mais afetadas pelo aumento da dimensdo vertical oclusal que as
demais fibras. Fato que restringiu o metabolismo oxidativo, diminuindo os niveis de
energia dos elevadores da mandibula devido a manutenc¢io da nova postura assumida pela
mandibula *°, tornando as células SO hipotréficas e as fibras FOG maiores no grupo 1,
enquanto que no grupo controle nada ocorreu, apresentando o tamanho natural desses tipos
de fibras, com as fibras SO sendo maiores que as FOG.

As fibras FOG dos mm. masseteres demonstraram maior drea nos grupos 1 e
controle com valores equivalentes, sendo menores no grupo 2, visto que o m. masseter €
constituido de duas por¢des, superficial e profunda, com dois vetores de forca diferentes,
vertical (elevacio e protusio) e obliquo (elevacio e retrusio) °. Situacio que pode ser
esclarecida pelo motivo da fun¢do do m. masseter (superficial) estar relacionada ao
movimento de protrusdo da mandibula, movimento oposto ao induzido na alteragao oclusal
realizada no grupo 2 que provocou redugdo no desempenho fisico deste musculo, reduzindo
a drea das fibras FOG, o que niio ocorreu nos outros grupos ~>°.

Isto também explica maior drea das fibras encontradas nos mm. masseteres do grupo
controle, quando comparada aos grupos 1 e 2 com menor drea, respectivamente. Resultado
que demonstrou o prejuizo gerado na aptiddo fisica deste musculo em conseqiiéncia dos
métodos de desordem oclusal induzidos nesta pesquisa, que resultou em fibras com menor
superficie de area.

Os mm. temporais apresentaram maior drea de suas fibras nos animais do grupo 2,
seguido dos grupos 1 e controle, em respectivo. O que pode ser justificado, como ji
descrito anteriormente, no grupo 2 os ratos conseguiam realizar o fechamento da boca ndo
sofrendo alteracdes na mecénica vertical, mas sim na horizontal com a retrusdo da
mandibula, principal fungdo das fibras posteriores do m. temporal '“***, o0 que provocou
maior esfor¢co no processo mastigatorio e na busca do equilibrio oclusal. Fato ndo ocorrido
no grupo 1, onde o contato oclusal foi impedido totalmente, limitando a a¢cdo muscular, ndo

existindo movimento no plano horizontal, apenas o esfor¢o na estabilizagdo da mandibula,
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enquanto que no grupo controle permaneceram normais 5.0 que também explica o maior
nimero de fibras FG e SO no m. temporal do grupo 2 e no masseter do grupo 1.

O m. temporal comparado a0 m. masseter demonstrou maior area de todas as fibras
em todos os grupos. A razdo estd no fato do m. temporal (posterior) ter sido mais exigido
por ter a fun¢do de retrusdo da mandibula. Uma vez que além da func@o de elevar € também
um musculo posicionador da mandibula, fun¢cdo que gerou hipertrofia de suas fibras por
estar em atividade constante na tentativa de reencontrar a posi¢cdo de repouso da mandibula.
Caso ndo ocorrido com o m. masseter (superficial) que tem a funcio de protruir e elevar a
mandibula, sofrendo maiores efeitos dos métodos de alteracdo oclusal, que reduziu a forca
da mordida, apontando menor tamanho de area de suas fibras 2027,

A avaliacdo numérica das fibras do tipo SO demonstrou maior nimero de células no
grupo 1 que nos grupos controle e grupo 2, respectivamente. As fibras FOG
(intermedidrias) foram maioria também no grupo 1, com nimeros similares nos grupos 2 e
controle. Tais diferengas podem ser justificadas pelo estresse muscular provocado pelo
aumento da dimensdo vertical de oclusdo na tentativa de obter equilibrio anatdomico da
mandibula, reduzindo o trabalho fisico de forca e aumentando o trabalho de resisténcia,
ocorrendo aumento da atividade neuromuscular e sobrecarga de esforcos repetidos, que
gerou adaptacdes oxidativas das fibras resultando na diminuicdo de fibras FG e aumento na
distribui¢do relativa das fibras SO e fibras FOG 7,

As fibras musculares t€m capacidade de adaptacdes a diferentes fatores, como na
atividade contritil, fornecimento de energia e alteracdes ambientais **. O que esclarece a
maior concentra¢cdo das fibras SO e FOG no grupo 1, enquanto que no grupo 2 também
houve aumento de esfor¢o, mas ndo houve limitacdo no trabalho de for¢a; o fechamento da
boca ocorreu normalmente sem transformacao das fibras.

Nos mm. temporais, as fibras FOG se apresentaram em menor quantidade, enquanto
que nos masseteres as fibras FOG apresentaram quantidades semelhantes de células do que
as fibras SO. Isto devido ao m. temporal suportar maior sobrecarga de trabalho fisico
resistido como visto nos resultados deste trabalho que mostra as fibras do m. temporal com
area maior que as fibras do m. masseter. Pois qualquer aumento continuo ou frequente da
carga de trabalho faz com que ocorram adaptagdes oxidativas destas fibras, aumentando a
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distribui¢do das fibras oxidativas (SO) diminuindo a distribui¢do das fibras FOG 3132 ‘Rato
ndo ocorrido no m. masseter que mostrou nimeros similares de fibras tipo SO e FOG.

Resultados que explicam a maioria das fibras SO dos mm. temporal e masseter no
grupo 1 respectivamente, devido o aumento de trabalho resistido moderado destes miisculos
na busca do repouso da mandibula. Essas fibras foram em menor quantidade no m.
masseter do grupo 2, temporal e masseter do grupo controle e temporal do grupo 2 pelo fato
da diminui¢do da intensidade nos movimentos fisicos de resisténcia destes musculos,
diminuindo o metabolismo oxidativo, ndo acontecendo a adaptacdo das fibras de
intermedidrias para lentas *', mas sim resultando em adaptacdes glicoliticas, transformando
fibras intermedidrias em rdpidas, aumentando a distribui¢do de fibras tipo FG o

Aspecto este que deixa claro a situagdo encontrada no grupo 1 que sofreu com a
mastigacdo ineficaz e hipofun¢do muscular, consequente do aumento vertical da oclusdao
que promoveu o aumento do nimero de fibras FG. Isto também explica a maior quantidade
de fibras FG no m. temporal e masseter do grupo 1, seguidas do m. masseter dos grupos 2 e
controle respectivamente.

Os resultados desse estudo corroboram com as opinides de outros autores que
destacam capacidade de adaptacdo dos musculos mastigadores em relagdo aos outros
musculos esqueléticos, pois relatam que a movimentacdo do aparato mastigatorio estd entre
os mais complexos, sendo o mais complexo >,

CONCLUSAO

O sistema musculoesquelético dos ratos, em especial a mandibula e os miisculos
masseter e temporal, sofreram alteracOes morfoldgicas quando submetidos a alteragdes
oclusais.
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sistema musculo-esquelético mandibula d ma-oclusio

induzida", sob a responsabilidade de Prof. Dr. Paulo Henrique Ferreira Caria /
Cezar Augusto Souza Casarin, est4 de acordo com os Principios Eticos na

Experimentagdo Animal adotados pelo Celégio Brasileiro de Experimentagio
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