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RESUMO

As desordens da articulagéo temporomandibular (DTM) estdo associadas com
o processo inflamatério/dor, incluindo os componentes bioldgico e comportamental.
Embora as DTM sejam de etiologia multifatorial, 0 papel da oclusdo tem ocupado um
lugar de destaque e neste ponto existe muita polémica a respeito das alteragdes
oclusais que podem estar significativamente envolvidas nessa etiologia.

Existem cinco condigles que aumentariam o risco de DTM: mordida aberta
anterior, sobrepasse horizontal superior a 6mm, discrepancia entre relagio e
oclusdo céntricas, mordida cruzada unilateral e perda de dentes posteriores. As
medidas fammacoldgicas para o tratamento das disfun¢gbdes temporomandilares
incluem analgésicos, antiinflamatérios e agentes opibdides, sendo que
antidepressivos e neurolépticos também podem ser empregados.

Os objetivos dessa pesquisa serdo avaliar os aspectos morfolégicos e
histoquimicos da acio de um benzodiazepinico (Diazepam, 5mg/kg) em animais
com alteragio oclusal. Serao utilizados 30 ratos distribuidos em 3 grupos: Grupo 1 -
sem matu-oclusdo (controle); Grupo 2 ~ com mau-oclusio induzida através do
deslocamento retrusivo da cabega da mandibula por um dispositivo confeccionado
com bandas ortoddnticas fixados com resina fotopolimerizavel nos incisivos
superiores; Grupo 3 - com mau-oclusdo induzida através do aumento bilateral da
dimensao vertical com a fixa¢do de um fio de ago de espessura de 0,9mm com
resina fotopolimerizavel na regido de molares inferiores direitos e esquerdos.

Apos 7 dias da indugio da mau-oclusao, todos os animais serao submetidos
a administragdo por via intramuscular, durante 7 dias, de diazepam 5mg/kg. Apds
este periodo, as ATM de ambos os lados serdo retiradas em bloco. Uma das ATM
sera submetida, apés fixacdo e descalcificagao, ao processamento histologico (HE e
Alcian Blue). A ATM contralateral sera submetida & maceragao, centrifugagio e o
sobrenadante submetido ao imuncensaio (ELISA) para avaliacao das citocinas pro-
inflamatorias (IL1-b, IL-6 e TNF-a). A leitura serd feita por espectrofolometria
(comprimento de onda de 450nm com filtro de corregdo de 570nm).



Os resultados mostram que o diazepam causou redugiio (ANOVA, p<0,05)
da area do disco articular com ou sem a presenga da mau-oclusdo. Além disso, a
mau-oclusdo induzida pela resina posicionada na oclusal dos molares induziu
significativamente (ANOVA, p<0,05) mais dano no disco articular do que aquela
induzida pela bandagem dos incisivos superiores.

Os resultados do imunoensaio ainda sfo inconclusivoes, pois apenas dois
animais foram ensaiados, mas ja4 apontam para concentragbes crescentes de
interleucinas nos animais submetidos aos tratamentos. Assim, podemos concluir que
o diazepam, assim como os modelos de interferéncias oclusais propostos, interferem
negativamente com o disco articular.

£ ESTADUALDE CAMPINAS
INERSIDADE ESTABUALBE LIWIEIC o0
‘-%éﬁL%AEE £ ODONTOLGG DE PHRACICAB

gIBLIOTECA o _ 10



INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A articulagao temporomandibular (ATM) € uma articulacéo do tipo sinovial,
que se estabelece entre as extremidades dsseas da cabega da mandibula, a fossa
mandibular e o tubérculo articular do osso temporal. As superficies articulares da
fossa mandibular e da cabega da mandibula sdo revestidas por tecido
fibrocartilaginoso (Caltabiano ef al., 1990; Bach-Petersen et al, 1994; Katchburian,
Arana, 1999).

As superficies articulares da fossa mandibular e da cabeg¢a da mandibula sao
revestidas com tecido conjuntivo denso fibroso e néo por cartilagem hialina, como na
maioria das outras articulagbes. Este tecido € geralmente menos susceptivel aos
efeitos de envelhecimento do que a cartifagem hialina e, dessa fooma, menos
provavel de desgaste com o tempo. A cartilagem fibrosa ou fibrocartitagem é uma
forma de transigdo entre o tecido conjuntivo denso e a cartilagem hialina, uma vez
que se constitui de uma combinagdo de fibras colagenas densas e de células
cartilaginosas localizadas em lacunas e rodeadas por quantidades variaveis de
matriz hialina (Finn Geneser, 2003).

Em uma ATM saudavel, o colageno do tipo 1 & encontrado, tanto na
cartilagem, quanto no osso subcondral. O colageno do tipo |l esta presente apenas
na cartilagem, assim como o do tipo VI e IX. Estes tipos de colagenos atuam como
moléculas adesivas, agrupando fibrilas de colageno maiores, e colageno a
glicosaminoglicanos. As fibras de colageno sdo responsaveis pela resisténcia a
tensdo e os glicosaminoglicanos pela resisténcia a compressio, como também
contribuem para a manutenc¢io da viscoelasticidade do disco articular (Tanaka ef al.,
2003).

Embora as disfungbes temporomandibulares (DTM) sejam de etfiologia
multifatorial (Storey ef al., 1979; Carilsson, 1984), o papel da oclusdo tem ocupado
um lugar de destaque e neste ponto existe muita polémica a respeito das aiteragdes
oclusais que podem estar significativamente envolvidas nessa etiologia (McNamara
el al, 1995). Existe consenéb‘ ‘a respeito da combinagdo de algumas alteracdes
oclusais que tornariam a oclusdo um fator de risco em individuos biologicamente
susceptiveis. Existem cinco condigdes oclusais que aumentariam o 1isco de DﬁM:



mordida aberta anterior, sobrepasse horizontal superior a 6mm, discrepéncia entre
oclusdo céntrica e relagiio céntrica (OC/RC), mordida cruzada unilateral e perda de
dentes posteriores (Pullinger et al., 1993). Entretanto, deve-se enfatizar que estas
condiges em conjunto respondem, aproximadamente entre 10 a 20 % pela etiologia
das DTM (Droukas ef al., 1984; Luz ef al., 1995). Mau-oclusdo néo & sinbnimo de
dor orofacial ou de DTM dolorosa, mas, se o componente oclusal for um fator
contribuinte para a dor por disfungio, é evidente que ele & significativo e nao deve
ser desprezado (Litvak & Malament, 1993).

Injliias na articulagdo temporomandibular podem causar inflamagao
envolvendo os tecidos da ATM. Interleucinas-18 (IL-18) seria um dos mediadores
chave no processo inflamatorio e na contribuiiio da destruigéo da cartilagem nas
doengas inflamatorias articulares (artrite reurnatoide). S&o conhecidos 18 tipos de
interleucinas, denominadas interleucina-1 (11L-1) até interleucina-18 (IL-18). Outras
citocinas importantes s&o os interferons (IFN alfa, beta e gama) e os fatores de
necrose tumoral (TNF alfa e beta) (Finn Geneser, 2003).

O efeito da indugdo da mau-oclusfio unilateral sobre a fibrocartilagem do
disco da articulagdo temporomandibular de coelhos adultos foram avaliados por um
periodo de um a 28 dias por Shaw & Molyneux (1993) através da colagem de um
splint oclusal na regido dos dentes posteriores inferiores direito, com espessura de
1mm. Examinaram a regido anterior, intermediaria e posterior das bandas discais.
Os achados sugeriram que o disco da ATM poderia participar de forma
compensatoria na mudanca no nivel celular em resposta as mudangas funcionais.

Ghafari & Degroote (1986) avaliaram a resposta na cartilagem articular em
ratos com retrusdo mandibular induzida por guia oclusal confeccionado com banda
ortodéntica cimentado nos incisivos superiores com resina composta. A espessura
da cartilagem condilar, zona proliferativa e hipertréfica foram avaliadas. Houve uma
diminuigao na espessura da zona hipertréfica, um aumento na zona proliferativa e
diminuicio na espessura fotal da cartiagem articular nos animais com ocluséo
alterada quando comparado com © grupo controle.

Os tecidos articulares apresentam grande quantidade de fibras colagenas,
responsaveis pela resisténcia a tensdo, e proteoglicanocs, responsaveis pela
resisténcia a compressdo. Mao et al (1998) checaram a expressao dos
proteoglicanos na ATM de ratos em resposta a um aumento unilateral da mordidg O



aumento unilateral foi realizado com resina fotopolimerizavel sobre os molares
superiores direitos, mantendo por quatro semanas. O aumento na express&o sugeriu
que a alteragdo unilateral da mordida induziia a um aumento nas forcas
compressivas na ATM dos animais.

O processo de remodelagio das estruturas da articulagao temporomandibular
foi investigado em ratos Wistar, com retrus&o mandibular induzida através de mau-
oclusdo funcional. A oclusdo foi alterada com a cimentagdo de um guia oclusal
confeccionado com banda ortodontica nos incisivos superiores em 24 ratos durante
4, 7 e 14 dias. Os ratos com retrusdo mandibular induzida apresentaram diminuigao
em células proliferativas, disfungiio na remodelagéo da cartilagem condilar e injurias
na inervagao (Cholasueksa ef al., 2004).

O efeito da mau-oclusdo induzida por um aumento unilateral da dimens3do
vertical em ratos foi avaliado histologicamente e imuhistologicamente na cartilagem
articular da cabega da mandibula. Quando a cartilagem condilar de todos os trés
grupos foram imunohistologicamente examinada com anti-interleucina-1(iL-1),
alguns condrdcitos na cartilagem articular estavam positivamente corados. Os
resultados sugeriram que a mau-ocluséo unilateral pode induzir a uma diminuigdo da
cartilagem articular que pode ser o resuitado do tamanho reduzido de condrécitos e
componentes de matriz extracelular na articulagdo. Esta mudanga pode ter sido
causada pela IL-1 que possivelmente foi produzida pelos condrocitos articulares
(Yamamoto M. 1994).

A outra origem da dor nas DTM sdc as desordens intra-capsulares. O
deslocamento funcional do disco articular pode causar dor com o movimento e com
0 aumento da presséo interarticular. S0 poucas informagdes a respeito do inicio e
posterior progresso desta patologia, particularmente devido a dificuldade de estudos
em seres humanos. A maioria dos trabalhos existente é derivada de estudos feitos
em cadaveres (Akerman, Kopp & Rohlin, 1986; Kino, Ohmura & Amagasa, 1993) ou
em pacientes submetidos a remogao cirdrgica do disco (Isberg & Isacsson, 1988).

A degeneragdo do disco articular pode ser a causa de muitos dos sinais e
sintomas de DTM (Bell, 1990). Embora, as DTM representem um termo coletivo para
um ndmero de problemas clinicos que envoivem a musculatura mastigatéria efou a
ATM, o sintoma mais comum ¢ a dor, geralmente localizada nesta musculatura, na
regido pre-auricular e/ou na ATM. Estes sintomas normalmente se agravam com.0s



movimentos da mastigagido ou outros movimentos mandibulares, podendo ser
acompanhados de dor no maxilar, ouvido, na cabeg¢a, na face, limitacdo dos
movimentos da mandibula e sons articulares, entre outros (McNeill et al., 1990).
Contudo, tal dor ndo é de origem neurogénica, psicogénica ou visceral. As dores
periodontal, dentéria e cutdnea também foram excluidas dessa definigao. Portanto, a
DTM inclui distarbios relacionados com o complexo mastigatério, complexo cervical
e articular.A DTM pode ser associada a condigbes de osteoartrite, artrites, e
degeneragio do disco articular, quando atinge diretamente a articulagéo (Mohl,
1999).

Forgas biomecénicas dentro dos limites fisiologicos resultam em adaptacéo e
remodelagdo dos componentes articulares e ajudam na manutengéio de uma fungao
aceitavel. Fatores como idade, sexo, estresse psicologico, doencas sistémicas,
horménios e traumatismo também influenciam a capacidade adaptativa da ATM
(Moffet et al., 1994).

A ansiedade é um fendmeno humano subjetivo e, 4 excegédo de algumas das
alteragdes somaticas e autdnomas associadas, ndo tem nenhum equivalente em
animais experimentais. Em termos biolégicos, a ansiedade pode ser considerada
como uma forma particular de inibigdo comportamental que ocorre em resposta a
acontecimentos ambientais que sdo novos, ndo gratificantes (em condigbes nas
quais se espera uma recompensa) ou punitivos (Rang ef al., 2001).

Os efeitos mais importantes dos benzodiazepinicos sdo exercidos sobre o
sistema nervoso central na redugio da ansiedade e da agresséo, também exercem
um acentuado efeito de “domesticagao”, permitindo que animais sejam manipulados
com mais facilidade. Os benzodiazepinicos diminuem o tempo necessario até o
adormecer e aumentam a duragéo total do sono, apesar de que este ultimo efeito
ocorre apenas em individuos que normalmente dormem menos de seis horas por
noite. Ambos efeifos tendem a declinar quando os benzodiazepinicos sdo
administrados regularmente durante uma a duas semanas (Shader & Greenblatt,
1993).

Como os benzodiazepinicos potencializam a ag¢do do GABA, mas néo da
glicina, a seletividade de sua agdo anticonvulsivante & explicavel. O clonazepam em
virtude de sua agdo anticonvulsivante seletiva € utilizado no tratamento da epilepsia,
da mesma forma que o diazepam administrado por via intravenosa para controlayas



convulsbes potencialmente fatais no estado de mal epiléptico. A distribuicdo dos
locais de ligacdo de diazepam no cérebro & maior no cortex cerebral, menor no
sistema limbico e mesencéfalo e ainda menor no tronco cerebral e medula espinal
(Rang et al., 2001).

Os benzodiazepinicos sdo bem absorvidos quando administrados por via oral,
produzindo, em geral, concentracio plasmatica maxima em cerca de uma hora,
podem ser administrados por via intravenosa e sua inje¢ao intramuscular resulta em
absorcdo lenta. Todos os benzodiazepinicos sdo metabolizados e, por fim,
excretados na forma de conjugados de glicuronidio na urina; o antagonista mais
conhecido & o flumazenil, e é utilizado principalmente para reverter & agdo sedativa
dos benzodiazepinicos administrados durante a anestesia, bem como no tratamento
da superdosagem aguda (Broaden & Goa, 1988).

O aumento do tdnus muscular constitui uma caracteristica comum dos
estados de ansiedade nos seres humanos e pode contribuir para as mialgias e
dores, incluindo cefaléia, que freqiientemente atormentam os pacientes ansiosos. O
efeito relaxante dos benzodiazepinicos pode ser clinicamente util; uma reduc&o do
tonus muscular tem se mostrado possivel sem haver perda apreciavel da
coordenacgéo (Rang et al., 2001).

15



OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi comparar a presenca de citocinas
inflamatorias na ATM de ratos e verificar os principais aspectos morfoldgicos e

histoquimicos da ac&o dos benzodiazepinicos em animais com ou sem DTM
induzida por dois métodos de alteragio oclusal.
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MATERIAIS E METODOS
m

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Experimentagdo Animal
(CEEA) do Instituto de Biologia/lUNICAMP, em 31 de jutho de 2006, sob protocolo
niamero 1068-1. A bolsa concedida iniciou-se em 1° de agosto de 2007, sendo o
cronograma ajustado em fungéo do inicio da mesma.

A) Farmacos

Foram utilizados diazepam (Valium 10mg/2ml, solugéo injetavel, Lab. Roche)
e solugdo salina (cloreto de sédio 0,9%) estéril, anestésico quetamina (100mg/ml) e
relaxante muscular xilasina (100mg/ml).

B) Animais

Foram utilizados 30 ratos, aduitos (Raftus norvegicus albinus, Winstar,
SPF****) com 6 a 10 semanas de vida, com peso entre 200 a 250g. Os animais
foram mantidos em gaiolas plasticas e passaram uma semana de adaptacdo
ambiental apbés o transporte, antes do inicio do experimento. Os animais foram
mantidos em regime de agua e alimentacgdo ad /ibiftum, a temperatura meédia de 23°C
e iluminagao artificial com lampadas fluorescentes, sendo fotoperiodo de 12 horas
claro e 12 horas escuro, considerando o periodo de luz das 7 as 19 horas.

17



C) Grupos experimentais

Quadro 1 mostra a distribuigio dos grupos experimentais propostos.

Com ou
Sub- Tratamento sem Namero de
Grupo Sexo Total
Grupo {via injetavel/oral) mau- animais
oclusao
Solugdo NaCl 0,9%
IMA | M SEM 5
Grupo1 (controle) 10
1MB M | Valium (2,5mg/kg ) SEM 5
Solugdo NaCl 0,9%
2MA M Método 1 5
Grupo2 (controle) 10
2MB M | Valium (2,5mg/kg) |Método 1 5
Solugéo NaCl 0,9%
3MA [ M Método 2 5
Grupo3 (controle) 10
3MB M | Valium (2,5mg/kg ) [Método 2 5

Os animais do grupo 1 serviram como controles, ou seja, nao foram
submetidos a mau-oclusdo. A indugio da mau-oclusédo no grupo 2 (método 1) foi
feita através do deslocamento retrusivo da cabega da mandibula durante o
movimento de oclusdo. Para tanto, um dispositivo confeccionado com bandas
ortodonticas foi fixados com resina fotopolimerizavel nos incisivos superiores,
segundo a técnica descrita por Cholasueksa ef al., (2004). O dispositivo apresentou
as medidas 8 x 14 x 4 mm. A Figura 1 mostra o esquema de colocagdo do
dispositivo oclusal. O procedimento foi realizado sob anestesia intraperitonial
utilizando uma solu¢géo de quetamina (100mg/ml) e relaxante muscular xilasina
(100mg/ml), diluindo-se 3,76ml da solugdo de quetamina mais 0,5 de xilasina em
5,75ml de agua destilada.
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Figura 1. a- oclusdo céntrica, b- ratos com dispositivo oclusal c- movimento de

abertura.

A indugdo da mau-oclusdo no grupo 3 (método 2) foi feita através do aumento
bilateral da dimens3o vertical com a fixagéo de um fio de ago (2mm de comprimento
x 0,9mm de espessura) com resina fotopolimerizavel na regido de molares inferiores
direito e esquerdo. Este procedimento também foi feito sob a mesma anestesia
anteriormente descrita. Os animais submetidos & mau-ocluséo receberam ragao
triturada ad libitum durante todo o restante do experimento.

1) Tratamentos

Apos 7 dias da instalagao do dispositivo oclusal, todos os animais (Grupos 1e
2) foram submetidos ao tratamento com os farmacos em estudo, segundo a Tabela
1, sendo as administragées feitas por via intramuscular, durante 7 dias.

Apobs este periodo, as ATM foram expostas ap6s incisdo da pele, na regiao
pré-auricular e dissecadas para retirada em bloco. Esse processo cirtrgico foi
efetuado em ambos os lados. Os animais foram sacrificados logo apos a retirada

das pegas, por meio de asfixia com gas carbonico.

A ATM direita ou esquerda, dependendo de sorteio prévio, foi fixada em
soluggo de formol a 10% e tampao fosfato 0,1M (pH 7,4), durante 24h a 4°C. Em
seguida, realizada a descalcificagdo da estrutura em solugdo de EDTA a 7% e
formol a 5%. A ATM contralateral foi submetida @ maceragao e centrifugagcéo. O
sobrenadante foi submetido ao imunoensaio (Elisa) descrito abaixo (item 1.6).



1.2) Processamento do material para microscopia de luz

A ATM removida foi lavada em agua destilada, desidratada em etanol a 70%,
95% e 100%, diafanizada em xilol, embebida e incluida em parafina a 65°C. Cortes
seriados de 6 um foram feitos em micrétomo manual {Leica, RM 2145) e colhidos em
laminas histolégicas, que foram desparafinizados, hidratados e corados por meio
dos seguintes métodos de coloragao:

a) Hematoxilina-Eosina para andlise da estrutura geral da ATM (Michalani,
1980);

b) Alcian Blue pH 2,5 para visualizagdo de proteoglicanos, (Junqueira &
Junqueira, 1983).

Foram realizadas fotomicrografias em cortes histologicos seriados e corados
pelos métodos descritos em a, b e ¢ por meio de fotomicroscapio, empregando-se
objetiva de 100 vezes e iluminagio convencional. Apés, foi realizada a
histofotometria por meio da medida da intensidade de luz absorvida em uma regiao
percentual da érea iluminada (Zimmer, 1973), sendo os valores da absorbancia
tomados sobre areas equivalentes ou semelhantes de segmentos das superficies
das ATM estudadas

1.3) Morfometria

As fotomicrografias de cortes histologicos seriados foram realizadas através
de fotomicroscopio Nikon (eclipse E800) e sistema fotografico Nikon (FDX-35),

empregando-se objetiva de 100 vezes e iluminagéo convencional.

As laminas foram analisadas utilizando o sistema Image Pro-plus 4.1.0.1
(Media Cybemetics, Silver Springs). As imagens foram gravadas com uma camera
de video colorida da marca CoolSNAP-Pro color (Roper Scientific Photometrics)
adaptada a um microscopio Eclipse E800 (NIKON), utilizando uma objetiva Nikon
Pian Fluor de 10X. O microscopio foi ajustado para a ilumina¢édo de Koehler; uma
imagem de um campo vazio foi gravada como referéncia para corregdo de sombras,
e o sistema de medida foi calibrado com o slide de referéncia antes de ser iniciada
qualquer gravagao.
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Foi criada uma seqliéncia operacional automatica para se medir a densidade
otica das laminas. Neste processo automatico de analises, as imagens das laminas
foram convertidas para uma escala de cinza com 8-bits. O operador calibrou o nivel
de cinza do fundo das laminas, fazendo com que a coloragédo das mesmas chegue a
zero.

A densidade optica foi medida utilizando a média de cinza, sendo igual &
soma da intensidade de cinza de cada pixel dividido pelo nimero de pixels medidos.
A resolucgéo das imagens foi ajustada para 640 x 480 pixels e a resolugéo final da
tela foi de 0,103 pm/pixel.

A area utilizada para a tomada das medidas foi toda a area do disco articular
(adaptado de Varayoud et al., 2001).

A Figura 2 mostra o sistema de medigdo dos discos articulares pelo sistema
Image Pro-plus.
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Figura 2. Demarcagdo (em verde) e medigdo do disco articular e

processamento no software Image Pro-plus.
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1.4) Imunoensaio

A avaliagao das citocinas pré-inflamatérias (IL1-p, IL1-a, IL-6 e TNF-a) foi
feita por meio do teste Elisa de captura. Os niveis de TNF-a foram avaliados no
sobrenadante de monocamadas de macréfagos por Elisa.

Para este teste utilizou-se uma placa de 96 pogos, a qual foi coberta com
100uL/pogo com anticorpo de captura para TNF-a (tug/mL, R&D Systems) e
deixada & temperatura ambiente por 24 horas.

No dia seguinte, a placa foi lavada trés vezes com tampéo de lavagem
apropriado e entdo foi adicionado a cada pogo 300uL/pogo de tampdo de
bloqueio. A placa foi entdo incubada com este tampédo por 1h a temperatura
ambiente para bloqueio de sitios de ligagdo inespecificos.

Apos este procedimento, a placa foi novamente lavada e 100 pL/pogo das
amostras (diluidas 1:2) e solugbes padrao diluidas em 7 concentragbes (2000,
1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,2 pgimL) foram acrescentados. A placa foi entdo
incubada a temperatura ambiente por 24 h. Apos este periodo, a placa foi lavada
como descrito anteriormente e entdo adicionou-se 100pt/pogo de anticorpo anti-
TNF-a de detecgao (biotinilado 50pg/iml, R&D Systems) e a placa foi incubada a
temperatura ambiente por mais 2 h.

Em seguida a placa foi novamente lavada, acrescentando solugdo de
estreptoavidina 100uL/pogo e a placa foi entéo incubada por 20 min. Apods nova
lavagem, 100 pl de solugio para substrato da R&D Systems para Elisa foi
adicionada. A placa foi mantida no escuro por aproximadamente 25 min para o
desenvolvimento de cor e em seguida a reagéo colorimétrica foi parada através
da adig#io de acido sulfirico 1M (50uL/pogo).

A leitura foi feita em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 450nm
com filtro de corregao de 540 ou 570nm.
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A Figura 3 mostra uma das placas do ensaio ELISA realizado.

Figura 3. Imunoensaio ELISA realizado em uma das amostras
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RESULTADOS

%

Na Tabela 1 se observa o peso inicial (antes de serem submetidos aos
farmacos) e o peso final (ap6és uma semana de aplicagio dos farmacos) dos animais
em fungéo dos grupos em estudo.

Tabela 1. Pesos inicial e final dos animais ap6s os fratamentos realizados.

Método de Mau-Oclusao
Sem mau-oclusao Resina Bandagem
Inicial Final P Inicial Final P Inicial Final P
(teste t) (teste t) (teste t)
399.2 400,2 446,0 3940 416,8 4340
Controle 0.7301 0.0081 0.1835
(215,8) (£13,1) (£52,8) (57.6) (+43,2) (+48,4)
434,8 4364 409,6 3512 < 4290 3842
Diazepam 0.9025 0.0685
(£41,9) (162,8) (+26,7) (£25,3) 0.0001 (+26,9) (+40,3)

Em média, todos os grupos apresentaram menor peso que o inicial apés 14
dias de experimento. Entretanto, ndo foram verificadas diferencas
estatisticamente significantes entre os pesos inicial e final dos animais submetidos
ao tratamento com diazepam ou naqueles do controle. Da mesma forma, a mau-
oclus@o provocada pela bandagem nos incisivos n&o induziu redugo significativa
no peso dos animais. Porém, o método de ades&o de resina nos molares
inferiores dos animais causou redugdo de peso.

A Figura 4 e 5 mostram as fotomicrografias de um exemplar de cada grupo na
coloragio HE e Alcian-Blue.
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Figura 4. Aspecto histolégico (HE) das ATM do grupo A (controle), B
(resina) e C (bandagem) considerando o tratamento com NaCl a 0,9% (1) e
diazepam (2). Assim, o C1, por exemplo, representa 0 grupo bandagem tratado

com soro fisiolégico.
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Figura 5. Aspecto histolégico (Alcian-Blue) das ATM do grupo A (controle),
B (resina) e C (bandagem) considerando o tratamento com NaCl a 0,9% (1) e

diazepam (2).
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A Figura 6 mostra o resultado da andlise das areas dos discos articulares

dentro de cada grupo.

o

.y
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Figura 6. Area dos discos articulares segundo o grupo de estudo. Letras

distintas representam diferengas estatisticamente significantes (p<0,05).

Os resultados mostraram que o diazepam causa reducéo significativa
(ANOVA, p<0,05) na area do disco articular, sendo seu efeito agravado quando o
animal se encontrava em disfungéo oclusal. Além disso, foi possivel observar que
a colocagdo de resina nos molares dos animais, como método para forgar o
desajuste oclusal, produziu uma significativa redugdo da area do disco quando

comparados ao controle e a bandagem.

A Figura 7 mostra as curvas de calibragéao, com o R?, obtidas para o teste
ELISA para cada uma das citocinas. A Figura 8 mostra a concentragéo de IL 6, IL
1-alfa, IL 1-beta e TNF-alfa obtidas no teste de imunoensaio ELISA. Até o
presente momento foram ensaiados apenas 2 animais devido ao atraso da
importagdo do material necessario ao teste ELISA. Assim, a analise estatistica

ainda néo foi realizada para este parametro.
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Embora com resultados limitados, ja & possivel observar que houve
diferencas matematicas entre os grupos, o que devera corroborar os achados

histolégicos.
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Figura 7. Curvas de calibragdo obtidas com o imunoensaio
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Figura 8. Concentrago das interleucinas obtidos pelo imunoensaio.
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DISCUSSAO

W

De acordo com os resultados obtidos nesta pesquisa, pudemos observar que
os ratos, submetidos a mau-oclusdo pelo aumento bilateral da dimenséo vertical
com o uso de resina fotopolimerizavel nos molares inferiores, apresentaram uma
perda de peso significativa no final do tratamento, indicando que a indugdo da
mau-oclusio provocou um quadro de similar DTM (disfungéo temporomandibular)
humana e, em fungao disto, tiveram sua alimentagéo comprometida e abaixo do
ideal.

Segundo Pullinger et al. (1993), existem cinco condigbes oclusais capazes de
aumentar o risco de DTM e, com esta pesquisa, pudemos confirmar que o
aumento bilateral posterior poderia ser um deles. Em acordo com McNeill et al.
(1990), a DTM representa um termo coletivo para um nimero de problemas
clinicos que envolvem a musculatura mastigatoria e/ou a ATM, sendo a dor o
sintoma mais comum. Esta se agrava com os movimentos da mastigagéo ou
outros movimentos mandibulares podendo limitar os movimentos da mandibula, o
que poderia ter influenciado na perda de peso dos animais.

A oclusdo ocuparia um papel de destaque em relacéio as disfungoes
temporomandibulares (McNamara et al., 1995) e, pelo resultado desta pesquisa,
foi possivel observar que as alteragbes oclusais induzidas nos animais
(deslocamento retrusivo da cabega da mandibula e aumento bilateral da
dimensao vertical) foram capazes de desenvolver esta disfungao.

Ap6s avaliagdo das citocinas pro-inflamatérias (IL1-B, IL1-a, IL-6 e TNF-o)
pelo teste de imunoensaio (ELISA), observamos que houve uma grande
concentracdo destas interleucinas, principaimente no grupo dos ratos com resina
nos molares inferiores, com exce¢do da interleucina TNF-a, que se mostrou
presente apenas no grupo de resina-soro. Esta grande concentragio de
interleucinas pode confirmar que a indugdo dos dois tipos de mau-ociusdes nos
animais levaram a um processo inflamatério e, segundo Geneser (2003), injurias
na ATM podem causar inflamagdes envolvendo seus tecidos.
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De acordo com Bell (1990), a degeneragdo do disco articular pode ser a
causa de muitos dos sinais e sintomas de disfuncdo teporomandibular, o que
estaria em acordo com os resultados do presente estudo, pois foi observada
reducdo da area do disco articular. Além disso, foi possivel observar que a
colocagéo de resina nos molares dos animais, como método para forgar o
desajuste oclusal, produziu uma significativa redugéo da area do disco quando

comparados ao controle e a bandagem.
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CONCLUSAO

e

Os resultados mostraram gue o diazepam causou redugio (ANOVA, p<0,05)
da area do disco articular com ou sem a presenga da mau-oclusdo. Além disso, a
mau-oclusao induzida pela resina posicionada na oclusal dos molares dos animais,
induziu significativamente (ANOVA, p<0,05) mais dano no disco articular do que
aquela induzida pela bandagem dos incisivos superiores.

Concluimos, entdo, que o diazepam, assim como os modelos de

interferéncias oclusais propostos, interferem negativamente com o disco articular.
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