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RESUMO

CALZZANI, R.A.J. Efeitos morfofisiolégicos do estresse cronico e exodontia em
musculo masseter de ratos. 2013. 100 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2013.

O estresse parece favorecer a hiperalgesia e alodinia, podendo estar associados a
alteracdo da fungcdo muscular mastigatoria. Alteragdes morfofisiologicas em
musculos da mastigacdo induzidos pela alteracdo oclusal associado ao estresse
cronico ainda s&o escassas na literatura. Este estudo investigou os efeitos do
estresse crénico repetido em musculo masseter superficial e profundo de ratos
submetidos ou ndo a exodontia unilateral no ganho do peso dos animais, nas
alteragdes morfolégicas (HE, MET), histoquimicas (NADH, SDH e ROS),
imunoistoquimicas (laminina e CD31), atividade de MMP-2, -9 e infiltracdo de
neutrofilos (MPO). Vinte ratos (machos, 200g) foram alocados em quatro grupos
(n=5): controle (GC), exodontia unilateral (GM), estresse cronico repetido (GE),
exodontia associado ao estresse cronico repetido (GME). GE e GME foram
submetidos a 10 dias de protocolo de estresse cronico repetido (2 horas diarias) a
partir do 14° dia apds a exodontia. Houve uma diminuig&o significativa no ganho de
peso dos animais GE e GME. N&o foram observadas altera¢des nos niveis de MMPs
e na infiltragdo de neutrdfilos no feixe superficial dos diferentes grupos. GE, GM e
GME demostraram alteragdes morfofisioldgicas, ultraestruturais e histoquimicas no
feixe profundo, com caracteristicas especificas e distintas de GC; GE apresentou as
maiores alteracdes. Conclui-se que a exodontia e sua associacao ao estresse foram
responsaveis por discretas alteragées morfofisiolégicas no musculo masseter de
ratos, contudo o estresse crénico repetido causou modificagdes morfofisiologicas e
ultraestruturais significantes, sendo responsavel também pela alteragdo no peso dos
animais.

Palavras Chave: exodontia, masseter, estresse crénico repetido, morfofisiologico,
ultraestrutural.



ABSTRACT

CALZZANI, R.A.J. Morphophysiological effects of chronic stress and exodontia
in the masseter muscle of rats. 2013. 100 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade
de Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de S&do Paulo, Ribeirdo Preto, 2013.

Stress seems to favor the hyperalgesia and allodynia, which may be related with
altered masticatory muscle function. Morphological and physiological changes in the
masticatory muscles induced by occlusal alteration associated with chronic stress are
still scarce in the literature. This study investigated the effects of repeated chronic
stress in superficial and deep masseter muscle of rats with or without the extraction
unilateral weight gain of animals and morphological changes (HE MET),
histochemical (NADH, SDH and ROS), immunohistochemical (laminin and CD31),
MMP-2, -9 activities and neutrophil infiltration (MPO). Twenty rats (male, 200g) were
allocated into four groups (n=5): control group (CG), unilateral exodontia (MG),
repeated chronic stress (EG), extodontia and repeated chronic stress (MEG). EG and
MEG were submitted to 10 days of repeated chronic stress protocol, 2 hours daily,
from the 14th day after the extraction. There was a significant decrease in weight
gain of animals EG and MEG. No changes were observed in the levels of MMPs and
neutrophil infiltration among different groups. EG, MG and MEG have shown
morphophisyological, ultrastructural and histochemical changes with specific
characteristics and distinct GC GE presenting the higher changes. We conclude that
the exodontia and its association to stress were responsible for discrete
morphophysiological changes in the masseter muscle of rats, however repeated
chronic stress caused significant morphophysiological and ultrastructural changes,
being also responsible for change in weight of the animals.

Keywords: exodontia, masseter, repeated chronic stress, morphophysiological,
ultrastructural.
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1. INTRODUGCAO

O estresse pode ter efeito bilateral no fenébmeno de dor relatada. O estresse de
natureza repetida parece favorecer a hiperalgesia e alodinia. Atualmente alguns
estudos tém revelado que o estado emocional pode afetar a fungdo oral em animais
(ANTONOVA, 2008) bem como em seres humanos (CARVALHO, CURY e GARCIA,
2008). Ha relatos de que o estresse desempenha papel importante na patogénese
de doengas cronicas, como a ansiedade e outros disturbios afetivos (PACAK e
PALKOVITS, 2001), no desenvolvimento de doengas cardiovasculares e também no
complexo processo de sindrome metabolica (BOVE et al., 2010). Segundo
Schweinhardt, Sauro e Bushnell (2008) o estresse precoce, prolongado ou grave
afetam os circuitos cerebrais moduladores da dor, sugerindo que a fibromialgia n&o
seja um disturbio primario do sistema nervoso central. A fibromialgia € uma sindrome
de dor cronica que afeta 2-4% da populacido, sendo caracterizada por pontos de
sensibilidade e dores musculares generalizadas (WOLFE, 1990). Além disso,
condi¢cOes de estresse relacionadas as guerras e conflitos armados (UHAC et al.,
2003), e outros como a simples realizagdo de exercicios mentais de aritmética e/ou
solugdes de anagramas simples (RAO E GLAROS, 1979; TSAI et al., 2002) podem
aumentar a atividade da musculatura mastigatoria e estar associados as disfungdes
temporomandibulares (GLAROS, WILLIAMS e LAUSTEN, 2005).

Apesar de estudos clinicos correlacionarem o estresse emocional ou
psicologico com alteragdes fisioldgicas em musculo masseter (HIDAKA, YANAGI e
TAKADA, 2004), dores crbnicas e (VAN SELMS et al., 2008) aumento da
sensibilidade dos musculos da mastigacdo em individuos portadores de dores
miofaciais (VEDOLIN et al., 2009), alteragcdes na funcédo oral (CARVALHO, CURY e
GARCIA, 2008) e ativagcdo da musculatura em pacientes com sintomatologia
dolorosa (SCHMIDT e CARLSON, 2009), a etiopatogenia dessas disfungdes ainda é
pouco compreendida.

Algumas desordens funcionais acometem o sistema estomatognatico, dentre
elas a sensibilidade dolorosa a palpagao nos musculos da mastigagao e desconforto
da musculatura ao despertar (CARVALHO, CURY E GARCIA, 2008). Essa
parafungdo dos musculos da mastigagdo tem despertado interesse nos
pesquisadores com o intuito de correlacionar os fatores etiolégicos e de

compreender 0s mecanismos pelos quais 0os musculos se adaptam a essas
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alteragdes. Com esse proposito os musculos da mastigagéo tém sido analisados em
diversas condi¢gées como, tais como em situagdes de aumento (KAWASAKI, SAEKI
e OHNUKI, 1997; MULLER et al., 2000) ou diminuicdo da dimens&o vertical (MIEHE
et al., 1999), apds a exodontia (MAEDA et al.,1990; BAZAN et al., 2008; IYOMASA
et al., 2008; IYOMASA et al., 2009) ou desgaste oclusal (BANI, BANI e BERGAMINI,
1999; BANI e BERGAMINI, 2002) e situagdées de desordens temporomandibulares
(DTM) tratadas com terapias oclusais (KIRVESKARI e JAMSA, 2009), com auxili de
diferentes tipos de metodologias, tais como: histoenzimologia (MAXWELL et al.,
1981; MIEHE et al., 1999; KITAGAWA et al., 2004); analise ultraestrutural (BANI,
BANI e BERGAMINI, 1999; BANI E BERGAMINI, 2002; [YOMASA et al., 2009); e
analise microscopica (ABE et al., 1998; NISHIDA et al., 1999; Nishide, et al., 2001).
A hipdtese desse trabalho € que a alteracdo oclusal associada ao estresse
cronico repetido leve a alteragbes morfologicas em musculos da mastigagao, cujo
tema ainda € pouco discutido na literatura. Diante do exposto, o propdsito deste
trabalho foi estudar as caracteristicas do musculo masseter superficial e profundo de

animais com e sem alteracdo oclusal, expostos ou ndo ao estresse cronico repetido.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. ESTRESSE E DORES MIOFACIAIS

A teoria psicofisiolégica propde que hiperatividade muscular € iniciada no
sistema nervoso central, sendo resultado de estresse psicologico (YEMM, 1969a),
recebendo apoio experimental e tornando-se base para muitos tratamentos de DTM,
contragdo muscular e dores de cabegca (YEMM, 1969b; THOMAS, TIBER e
SHIRESON, 1973). Thomas e companheiros (1973) observaram por meio da
atividade eletromiografica (EMG) dos musculos masseter e temporal, que tanto em
situagbes de ansiedade quanto de frustragdo aumentam significativamente a
hiperatividade muscular. A depressdo e o0 estresse foram associados a
hiperatividade muscular mastigatéria, podendo resultar em dor e outros sinais e
sintomas de DTM (KIGHT, GATCHEL e WESLEY, 1999; YAP et al., 2002).

Os niveis de ansiedade e/ou depressdo podem modificar a situacdo de
apertamento e habitos de ranger os dentes e afetar indiretamente os sintomas de
DTM (FERREIRA-BACCI A, CARDOSO e DIAZ-SERRANO, 2012). Entretanto, ainda
nao € bem compreendido se disturbios psicologicos sado fonte ou consequéncia da
dor crénica (DWORKIN, 1996; MCNEILL, 1997).

Os fatores etioldégicos da hiperatividade muscular mastigatoria por ativagéo
central mais citado sdo os fatores psicologicos e/ou estresse fisico (BERRY, 1967;
FRANKS, 1965), no entanto varios fatores podem influenciar nos resultados:
diferencas fisioldgicas dentro e entre grupos de individuos, variagdes de idade,
raciais e sexuais; controle do experimento em laboratérios e ambiente natural.
(MOSS, GARRETT e CHIODO, 1982).

O estresse no trabalho foi estudado e relacionado com doencas
cardiovasculares, (KARASEK et al., 1988; KIVIMAKI et al., 2012), de origem
imunologica, alteragbes homeostaticas (DOHMS e METZ, 1991), bem como
disturbios psicossomaticos, comportamentais e desordens musculoesqueléticas,
analisando diferentes dimensdes de risco. Observaram também que o ritmo de
trabalho e estressores fisicos estdo associados a queixas de saude psicossomatica,
musculoesqueléticas e disturbios osteomusculares, tanto agudos como crénicos.

Sentimentos de medo, ansiedade e frustragao também desencadearam apertamento
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dentario (MANFREDINI et al., 2004) e susceptibilidade ao estresse (KANEHIRA et
al., 2008). Desta forma, o apertamento dentario pode estar associado com situagdes
de vigilia e ansiedade, depresséo, estresse e caracteristicas de personalidade.

Huang et al. (2011) e demonstraram em musculo masseter de ratos uma
relacdo estimulo-resposta entre o estresse psicologico e a sensibilidade muscular
mecanica, e notaram que a remog¢ao do fator desencadeador do estresse pode ser
um meétodo util para aliviar aumento da sensibilidade mecanica induzida por estresse
psicoldgico.

Ferreira-Bacci observaram em 2012 que 18,75% das criangas de seu estudo
apresentaram manifestagbes fisicas e psicologicas significativas de estresse
caracterizado por dores nas pernas, ranger de dentes, dor de estbmago, enurese,
nervosismo, preocupacao, mau-humor, medo, disturbios do sono, infelicidade, entre
outras manifestagdes, e concluiu que problemas comportamentais e emocionais

podem ser fatores de risco para DTM.

2.2. MALOCLUSAO E DORES MIOFACIAIS

Bush sugeriu em 1984 que alteragbes oclusais representam a provavel
etiologia da dor orofacial e DTM por meio da propriocepgédo, promovendo uma
mudanga no posicionamento mandibular, causando stress muscular unilateral, e que
quando a mandibula evita uma interferéncia, ha contacto com o lado contralateral,
ocasionando sensibilidade muscular e dores de cabeca. O termo DTM refere-se a
sinais e sintomas associados com dor e disturbios funcionais e estruturais do
sistema mastigatério, especialmente nas articulagdes temporomandibulares (ATM) e
musculos mastigatérios (SONNESEN e SVENSSON, 2008).

Foi descrito na literatura que uma oclusdo adequada para a saude dental e do
paciente compreende: estabilidade bilateral dos dentes superiores e inferiores,
contactos oclusais bilateralmente iguais durante os movimentos laterais sem
contacto no lado contralateral, contacto oclusal bilateral simultdneo com os dentes
na intercuspidagdo, contatos oclusais simultdneos entre os dentes anteriores e
ausentes nos posteriores durante a protrus&o, forgas dirigidas ao longo do eixo de
cada dente, entre outros (KLASSER e GREENE, 2009).

Os sinais e sintomas de DTM associados com maloclus&o, tais como a

oclusdo molar distal, apinhamento, overjet maxilar extremo, mordida profunda,
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agenesia e perdas dentais por caries ou traumas, tém sido motivos de estudo devido
as severas implicagdes para a saude de um modo geral. No entanto, o sintoma mais
comum relacionado a DTM foi dor de cabega, e os sinais mais comuns foram
sensibilidade nos musculos temporal anterior, occipital, trapézio e masseter
superficial e profundo (BENOLIEL e SHARAV, 2010), mobilidade reduzida ou
deficiente da mandibula e os sons da ATM. (BUSH E DOLWICK, 1995).

O diagnostico em pacientes com DTM é complicado pela multiplicidade de
sinais e sintomas e etiologia multifatorial, sugerindo que o diagnostico deve ser
baseado em uma avaliacdo clinica minuciosa. Para a avaliagcdo da ATM ¢ indicado o
auxilido das técnicas radiogaficas obtendo uma melhor visédo interna, reservando a
ressonancia magnética para a avaliagdo de tecidos moles e tomografia
computadorizada de estruturas 6sseas (MANFREDINI, BUCCI e NARDINI, 2007).

Interferéncias oclusais associadas ao estresse crénico aumentaram niveis de
interleunina-6 (IL-6) no musculo masseter de ratos, e o nivel de dor no m. masseter
avaliado pelo teste de formalina mostrou estar diretamente relacionado com os
niveis de IL-6. Entretanto a complexidade da avaliagao da dor orofacial e dos niveis
de mediadores locais e sistemicos da inflamagcdo exigem aprofundamento
(SIMONIC-KOCIJAN et al., 2012).

2.3. METALOPROTEINASES (MMPs)

Uma importante caracteristica do desenvolvimento, morfogénese, reparacéo e
remodelagdo do tecido € a degradacao da matriz extracelular (ECM), que por meio
de interagdes intercelulares fornecem informagdes que controlam fungdes
especificas do tecido, sendo as metaloproteinases (MMPs) principais enzimas
relacionadas com a degradacgéo da ECM (WERB, 1997).

Dentre as metaloproteinases, as MMP-2 e a MMP-9, denominadas gelatinase
pela atividade enzimatica, sdo as mais amplamente estudadas em se tratando de
tecido muscular (LEWIS et al., 2000), pois degradam os principais componentes da
lamina basal, uma barreira que o0s mioblastos devem transpor durante o
desenvolvimento e regeneragdo muscular (TIPPETT et al., 2008). Tanto a MMP-2
quanto a MMP-9 tém a capacidade de clivar a elastina, colageno tipo IV e diversas
moléculas da ECM com a ajuda da fibronectina tipo Il, porém a MMP-2 digere
colagenos intersticiais tipo I, Il e Il (NAGASE, VISSE e MURPHY, 2006).
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A inibicdo de MMP-9 e MMP-2 provocaram diminuigdo significativa de
proliferacdo e diferenciagdo de mioblastos. Apesar desse efeito negativo, esses
fatores diminuem a fibrose e melhoram a regeneragdo muscular em ratos
(ZIMOWSKA et al., 2012).

Yeghiazaryan e colaboradores (2012) observaram uma ativagao e distribui¢cdo
nuclear de MMP-2, ao passo que a MMP-9 foi associada ao compartimento
citoplasmatico, especialmente em células satélite de mioblastos ativados no musculo

s6leo apds treinamento.
2.4. MIELOPEROXIDASE (MPO)

Os polimorfonucleares leucécitos (PMNs) sdo os primeiros tipos celulares do
sistema imunologico do hospedeiro que séo ativados frente a processos infecciosos.
A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima especifica dos neutréfilos e mondcitos,
porém os mondcitos apresentaram apenas um ter¢co da MPO encontrada nos PMNs
(ARNHOLD, 2004). A MPO ¢é uma proteina catidnica, com peso molecular de 144
kD, que consiste em dois dimeros idénticos ligados por uma ponte de bissulfeto,
sendo cada dimero composto de uma subunidade de cadeia leve e uma pesada,
com grupos heme funcionalmente idénticos. Sua fungao é catalisar a formacgéo de
numerosas espécies reativas oxidantes (ROMAN, WENDLAND e POLANCZYK,
2008).

Quando excessivamente estimulados, os neutréfilos podem liberar MPO no
meio extracelular (FAURSCHOU e BORREGAARD, 2003). Nos neutrdfilos ativados,
anion superéxido (0%) sdo produzidos pelos NADPH-oxidase (NOXx), que catalisa em
peroxido de hidrogénio (H20O2), sendo este utilizado pela mieloperoxidase como
substrato para produgédo de acido hipocloroso (HOCI), composto oxidante forte na
formagdo de radical hidroxila (*OH) instavel altamente reativa (DEBY-DUPONT,
DEBY e LAMY, 1999; POWERS e JACKSON, 2008). Observagbes sugerem que a
MPO tem propriedades pro-inflamatorias, independentemente da sua atividade
enzimatica (HAEGENS et al., 2007). Ha relatos da participacdo de neutrofilos logo
apos uma injuria muscular (TIDBALL, 2005), e Morozov et al. (2006) relataram uma
alta intensidade de infiltrado inflamatério nas fibras vermelhas, em relagao as fibras
brancas do musculo quadriceps de ratos apds o exercicio fisico de alta intensidade,

porém em animais treinados um efeito protetor foi revelado por um acumulo menor
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de neutréfilos, mesmo apds exercicio exaustivo. No entanto ainda € um tema
controverso se ocorre infiltragdo de neutréfilos em musculos esqueléticos apos
exercicios (SCHNEIDER e TIIDUS, 2007).

A mieloperoxidase secretada por neutréfilos e mondcitos produz moléculas que
oxidam a tetrahidrobiopterina, cuja molécula é importante para a dilatagdo endotélio
dependente (DED). A DED deficiente em adultos saudaveis de meia-idade foi
relacionada com uma concentracdo maior de neutréfilos, eosindfilos, mondcitos
mediada pela resposta reduzida para NO, com aumento da mieloperoxidase
associada a redugdes em tetrahidrobiopterina (WALKER et al. 2010).

2.5. LAMININA E GRUPAMENTO DE DIFERENCIAGAO 31 (CD31)

O sistema vascular tem a finalidade de garantir o fluxo de sangue adequado as
células com quantidade suficiente de nutrientes e oxigénio. A neoformacéo vascular
pode ocorrer através de dois mecanismos distintos: vasculogénese (formagao a
partir do plexo vascular primitivo) e angiogénese (formagao de novos vasos a partir
de vasos preé-existentes) (DISTLER et al., 2003). Tal fenbmeno pode ocorrer em
resposta a estimulos quimicos ou fisicos e relacionados a uma ampla gama de
doengas (WILLIAMS et al., 2006; CHIDLOW et al., 2007) .

Na musculatura esquelética, a neoformacdo de capilares ocorre através de
divisdo longitudinal do vaso apdés uma tensdo de cisalhamento elevada ou pela
germinagado abluminal (WILLIAMS et al., 2006), dependente de mediadores
angiogénicos com papéis especificos (RIVILIS et al., 2002), da interagdo de células
endoteliais e pericitos com a membrana basal (SIMON-ASSMANN et al., 2011) e
sinalizacdo dinamica coordenada de contatos intercelulares do endotélio
(METTOUCHI, 2012).

Lamininas sdo moléculas presentes na membrana basal que interagem com
receptores de superficie celular e acionam a sinalizagao intracelular (HODGES et al.,
1997; SIMON-ASSMANN et al., 2011). Sdo os principais componentes da
membrana basal de vasos sanguineos (SOROKIN et al., 1997; LIUBIMOVA et al.,
2006) que participam de processos envolvidos na migragcdo celular durante o
desenvolvimento, cicatrizacdo de feridas e angiogénese (MALINDA et al., 1999;
FUJIWARA et al., 2001) e atua na formagéao e integridade estrutural da membrana
basal neoformada (THYBOLL et al., 2002)
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As moléculas de adesdo plaquetaria da célula endotelial (PECAM-1),
conhecidas como grupamento de diferenciagdo 31 (CD31) sdo componentes da
superfamilia de imunoglobulinas expressas pelo endotélio vascular adulto capaz de
mediar a adesao ou sinalizagdo por mecanismos heterofilicos ou homofilicos com
funcdo determinante durante a angiogénese (CAO et al., 2002). Por estar presente
no lado luminal de células endoteliais e em jung¢des intercelulares, PECAM-1 tem
papel importante nas primeiras fases da diapedese por interagdes homofilicas
(EARDLEY e COCKWELL, 2005). Durante a neoformagdo vascular a CD31 pode
participar de adesdo ou de sinalizacdo necessarios para a motilidade de células
endoteliais, estabilizacdo vascular e na subsequente organizagdo em tubos
vasculares (BOGEN et al., 1994; DISTLER et al., 2003; CAO et al., 2002).

Por meio de marcacdo CD31-positivas de capilares da musculatura Matsakas
determinou em 2012 os efeitos benéficos do estrégeno relacionado receptor-gamma
(ERRYy) na estimulag&o vascular, devido a neoangiogénese oito apds a indugao de

isquemia dos membros posteriores.

2.6. HISTOENZIMOLOGIA (SDH E NADH)

A nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) é um importante carreador de
elétrons para reacbes de oxirreducido, especializada em transportar elétrons e
atomos de hidrogénio de alta energia, atuando em importantes reacgdes
biossintéticas (ALBERTS, 2004). As mitocondrias dos mamiferos possuem cinco
complexos enzimaticos do sistema oxidativo, sendo o carreamento de elétrons pela
NADH pertencente ao maior complexo enzimatico multiprotéico (complexo 1) da
cadeia de transferéncia de elétrons da mitocondria (TRIEPELS et al., 2001;
SMEITINK et al., 2004; YAGI et al., 2006;). O monitoramento dos niveis da NADH
nos tecidos fornece informagdes do estado metabdlico na mitocdndria em termos de
niveis de oxigénio intracelular e produg¢ao de energia, importante na interpretagéo de
situacoes fisioloégicas e patolégicas (MAYEVSKY e BARBIRO-MICHAELY, 2009).
Em contrapartida, a NADH nao é especifica da cadeia respiratéria, pois atua em
outras reagdes energéticas, como exemplo, a glicolise (ALBERTS, 2004).

A succinato desidrogenase (SDH) € uma enzima complexa e covalentemente
ligada ao cofator flavina adenina dinucleotideo (FAD) (RUTTER, WINGE e
SCHIFFMAN, 2010), que intervém no ciclo de Krebs e na cadeia respiratéria, sendo
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componente do complexo |l da cadeia respiratéria mitocondrial. E especifica a
cadeia respiratéria, atuando na “etapa 6” do ciclo de Krebs, em que ocorre a terceira
oxidagado (ALBERTS, 2004).

Conforme Peter et al. (1972), as fibras musculares foram classificadas nos
seguintes tipos: a) contragdo rapida glicolitica, predominantemente anaerobica,
possuindo alta concentragdo de glicogénio e fosforilase alta. Sua capacidade
aerdbica € muito limitada manifestada pela baixa atividade da succinato
desidrogenase, assim como pela baixa concentragdo de citocromo e mioglobina; b)
contragdo rapida oxidativa-glicolitica com capacidade de metabolismo aerdbico
maior devido a atividade de SDH e altas concentragdes de citocromo e mioglobina;
c) contragao lenta oxidativa, com um metabolismo aerdbico predominante e baixa
concentragao de glicogénio e fosforilase.

As fibras classificadas como vermelhas, intermediarias e brancas analisadas
com base nas atividades da SDH ou da nicotinamida adenina dinucleotideo
diaforase (NADH-D) revelaram: a) fibras brancas com baixa taxa oxidativa,
identificadas pela auséncia de diformazana subsarcolemal; b) fibras intermediarias
caracterizadas pela dispersao uniforme dos granulos de diformazana de pequenos
tamanhos; c) fibras vermelhas com maior deposi¢cédo de granulos de diformazana nas
regides subsarcolemais (MAXWELL, FAULKNER e LIEBERMAN, 1973). Foi
observada uma relacdo inversamente proporcional entre a area de seccdo do
musculo esquelético e a atividade do SDH, de modo que o tamanho da fibra e sua
respectiva atividade de SDH estdo funcionalmente relacionados pelas limitagbes da
difusdo do substrato energético (SIECK et al., 1986).

A analise de NADH-TR e SDH dos musculos supra-hiéideos e génio-hidideo de
gerbil ndo revelou alteragdes significantes apds 60 dias de exodontia unilateral, no
entanto o musculo digastrico tornou-se menos resistente a fadiga (IYOMASA et al.,
2008).

Cebasek et al. (2007) verificaram por meio de técnicas de quantificacdo
estereologica da area das fibras musculares que apds duas semanas neurotimese
ou quatro semanas de axonotimese, os musculos de ratos apresentaram reagoes
positivas para o SDH e o NADH-TR.

2.7. ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ROS)
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As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo encontradas em todos os sistemas
biologicos. Em condi¢des fisiologicas do metabolismo celular aerdbio, o O, sofre
reducao tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formagao de
H,0. Durante esse processo sao formados intermediarios reativos, como os radicais
superdxido (O?+), hidroperoxila (HO2¢) e hidroxila (OH), e o peréxido de hidrogénio
(H202). Normalmente, a reducdo completa do O ocorre na mitocondria, e a
reatividade das ROS é neutralizada com a entrada dos quatro elétrons (FERREIRA
e MATSUBARA, 1997).

A redugdo dos estoques de glicogénio muscular promove a fadiga dos
musculos estimulados, coincidindo com um aumento na producdo de ROS
(SILVEIRA et al., 2008), crucial para o remodelamento que ocorre no musculo
esquelético em resposta a pratica de exercicios fisicos e por inatividade muscular
por periodos prolongados (POWERS et al., 2010). O efeito agudo de ROS sobre a
funcdo muscular é mediada por alteragdes na sensibilidade do Ca®" miofibrilar e
pode contribuir para o desenvolvimento de fadiga muscular (LAMB e
WESTERBLAD, 2011).

Até a década de 90 do século passado, ROS eram considerados subprodutos
toxicos resultantes dos processos patogénicos, envelhecimento celular e do estresse
oxidativo. O papel das mitocéndrias foi avaliado como fonte principal para a geragéo
de superdxido como um subproduto do metabolismo oxidativo normal, mas estudos
recentes identificaram varios locais subcelulares em que o superdxido ou de o6xido
nitrico sdo gerados em resposta a estimulos celulares. A produgdo de ROS & um
fendbmeno onipresente na vida de células eucaridticas, e evidéncias claras
comprovam que estes elementos sao toéxicos, mas também servem de sinalizadores
que regulam os processos fisiologicos. (JACKSON, PYE e PALOMERO 2007,
BARBIERI e SESTILI, 2012).

Um aumento nos niveis de ROS pode provocar uma oxidagao parcial ou severa
de componentes celulares, alterando a capacidade de redugdao nas células, do
controle de ROS e do metabolismo celular, decisivos em condicdes de estresse
(JUBANY-MARI, MUNNE-BOSCH e ALEGRE, 2010; WOJCIK, BURZYNSKA-
PEDZIWIATR e WOZNIAK, 2010).

ROS séo geradas em presenca de O, por mitocdndrias, células fagocitarias,
peroxissomos e citocromo P450 em condi¢des fisiologicas, podendo apresentar
dupla fungdo no organismo humano (WOJCIK, BURZYNSKA-PEDZIWIATR e
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WOZNIAK, 2010): participam das cascatas de transdugdo de sinal da célula,
ativando fatores de transcricdo responsaveis pela expressdo dos genes relevantes
para o crescimento e diferenciagao celular (MELO et al., 2011) ou causando dano
oxidativo ao DNA celular, proteinas e lipidios, levando ao desenvolvimento de
doencas cardiovasculares, cancer, Diabetes mellitus tipo 2, catarata, artrite
reumatoide ou doencas neurodegenerativas diferentes (MILAEVA, 2011).
Compostos enddégenos (glutationa, ubiquinol, urato, bilirrubina) e enzimas
(superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase) estdo envolvidos na
desintoxicacdo de ROS (AFANAS'EV, 2011), assim como numerosos componentes
dietéticos (vitamina C, a vitamina E, carotenodides e polifendis) estdo associados ao
sistema de defesa antioxidante (MCGINLEY, SHAFAT e DONNELLY, 2009).

Khanfer et al. observaram em 2010 uma elevagcdo nos niveis de superdxido
liberados por neutrofilos em individuos submetidos a provas académicas, simulando
fontes de stress psicologico agudo e crbnico, com elevagdo a curto prazo na
fagocitose e redugdo na produgdo de superoxido induzida pelo estresse agudo. A
concentragdo de ROS nos sistemas biolégicos € extremamente baixa e suas
velocidades de reagdo sdo extremamente altas, sendo as taxas de produgédo iguais
as reagdes com biomoléculas, tornado dificil a detecgao destes elementos (FLOYD,
1990). O mecanismo de acdo da ROS permanece desconhecido (LUIN,
GINIATULLIN e SCIANCALEPORE, 2011) e sua atividade em musculos da

mastigagao é escassa na literatura.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito do estresse crénico repetido em
musculo masseter superficial e profundo de ratos associado ou ndo a exodontia

unilateral.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1.1. Avaliar do papel do estresse, da maloclusao ou associagao de

estresse e maloclusao no ganho de peso dos animais;

3.2.1.2. Avaliar o musculo masseter superficial por meio de:
3.2.1.2.1. Analise da atividade gelatinolitica total (MMPs);
3.2.1.2.2. Extragcédo e dosagem da mieloperoxidase (MPO).

3.2.1.3. Avaliar o musculo masseter profundo por meio de:
3.2.1.3.1. Coloragdo com Hematoxilina e Eosina (HE);
3.2.1.3.2. Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET);
3.2.1.3.3. Imunoistoquimica:
3.2.1.3.3.1. Anticorpo contra a laminina e CD31 do endotélio
dos capilares marcados;
3.2.1.3.4. Histoquimica:
3.2.1.3.4.1. Reacdo com a Succinato Desidrogenase (SDH)
para demonstrar a capacidade oxidativa da fibra e sua
resisténcia a fadiga;
3.2.1.3.4.2. Reacdo com a Nicotinamida Adenina Dinucleotideo
(NADH) para demonstrar a atividade metabdlica;
3.2.1.3.4.3. Concentragcdo das Espécies Reativas de Oxigénio
(ROS) produzidas pelas fibras.
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4. MATERIAL E METODO

4.1. ANIMAIS

Ratos machos Wistar pesando aproximadamente 200g foram distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos (Tabela 1): controle (GC), submetidos a exodontia
unilateral dos molares superiores esquerdos (GM), expostos ao protocolo de
estresse cronico repetido (GE) e submetidos a exodontia associado ao estresse
cronico repetido (GME). A tabela abaixo representa a distribuicdo dos animais nos
respectivos grupos e os protocolos utilizados nas diferentes situagées. Os animais
dos grupos GC e GE (n=10) receberam o protocolo pré-operatorio para exodontia e

mantiveram com a boca aberta, porém sem a exodontia.

Tabela 01 - Grupos experimentais

Grupo n Estresse Maloclusao
GC 5 - -
GM 5 - *
GE 5 * -
GME 5 * *

Os ratos foram procedentes do biotério Central da Universidade de Sao Paulo
(USP), Campus Ribeirdo Preto, mantidos em temperatura ambiente controlada entre
22 a 24°C e com timer programado para 12 horas de iluminagao diarias (ciclo claro
inicia as 6:00 h). Os animais receberam ragdo e agua filtrada a vontade ou
controlada, de acordo com o protocolo experimental realizado. Todos os
procedimentos deste estudo foram aprovados pela Comissado de ética no Uso de

Animais conforme protocolo n® 11.1.130.53.5.

4.2. INDUGAO DA ALTERAGAO OCLUSAL EM ANIMAIS:

Nos grupos com alteragéo oclusal (GM e GME), dez ratos foram previamente
anestesiados com associagéo de Xilazina 4% (10mg/kg) e Cetamina 10% (80mg/kg),

intraperitonialmente, para a exodontia com auxilio de pinga anatémica infantil e
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Hollemback 3S, esterilizados com Polivinilpirrolidonaiodo (PVPI), no Dia 0 (Figura
01: A). Como medida profilatica os animais receberam uma dose unica de antibidtico
(Pentabidtico veterinario pequeno porte - "Fort Dodge”) na dosagem 24000 Ul das
penicilinas por Kg de peso corporal, e uma dose de antiinflamatorio-analgésico
(Diclofenaco sodico -"Voltaren") na dose de 0,004ml/100g peso corporeo.

4.3. PROTOCOLO ESTRESSE CRONICO REPETIDO

Os animais do GE e GME foram submetidos ao estresse por contensao
(n=10) no laboratoério de Fisiologia, mantidos em aparato metalico com ventilagao
adequada (Figura 01: B), permanecendo individualmente em restrigao fisica 2 horas
por dia, durante 10 dias (adaptado de Ferretti et al., 1995), a partir do 14° dia

(Fluxograma 01) apos o tempo zero.

Exodontia Inicio ECR Eutanasia
Coleta

. 2 . |
—8000000000000O00000000000—>

do d 14 d 23
Tempo (Dias)

Fluxograma 01 - intervengbes realizadas nos animais de GE,GM e GME ao longo do periodo

experimental.

4.4. PESAGEM DOS ANIMAIS

Usando uma balanga Marca Toledo do Brasil, modelo 9094C/4, série
10286058 os animais foram pesados individualmente e os dados foram registrados
em um protocolo, para avaliar se o peso do animal responde as situagbes de

estresse associado ou ndo a malocluséo (Tabela 2).



Tabela 2 - peso dos animais ao longo do experimento em gramas

Grupo Animal Dia
Do Ds D1o Dis Dao Dy3
1 202 237 273 291 314 327
2 191 210 247 268 290 310
GM-I 3 200 225 261 283 311 328
4 205 224 267 300 309 330
5 203 222 264 281 315 315
1 248 288 336 344 380 392
2 223 252 297 326 332 347
GSM-I 3 232 257 290 304 312 324
4 225 255 293 294 313 320
5 213 231 261 283 292 300
1 187 225 269 302 342 353
2 208 259 307 351 382 391
GM-II 3 206 240 278 314 353 372
4 210 254 298 338 369 380
5 188 239 296 343 379 388
1 239 282 330 368 387 401
2 254 305 361 383 405 430
GSM-II 3 251 296 355 383 409 428
4 201 242 300 345 376 385
5 211 269 330 375 408 415
Tabela 3 - peso dos animais ao longo do experimento em gramas
Grupo Animal Dia
Ds Dio Dis Dao Da3
1 35 71 89 112 125
2 19 56 77 99 119
GM-I 3 25 61 83 111 128
4 19 62 95 104 125
5 19 61 78 112 112
1 40 88 96 132 144
2 29 74 103 109 124
GSM-I 3 25 58 72 80 92
4 30 68 69 88 95
5 18 48 70 79 87
1 38 82 115 155 166
2 51 99 143 174 183
GM-II 3 34 72 108 147 166
4 44 88 128 159 170
5 51 108 155 191 200
1 37 61 100 139 161
2 60 94 146 214 250
GSM-II 3 41 89 135 124 150
4 52 92 141 155 189
5 44 89 133 174 194

35
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Posteriormente, outra tabela foi montada com o ganho real do peso,
considerando que no dia zero (Do) era nulo (0). Por meio desta tabela, foi realizada a
quantificagéo no programa SPSS (Tabela 3).

4.5. OBTENGAO DE AMOSTRAS

No 23° dia, os animais de todos os grupos previamente anestesiados
intraperitonialmente com associagao de Xilazina 4% (10mg/kg) e Cetamina 10%
(80mg/kg); tiveram o musculo masseter esquerdo removido por dissecagdo e
separado em feixes: superficial e profundo.

Figura 01 - A: procedimneto cirargico para exodontia unilateral;, B: aparato metalico para contengéo
e estresse crénico repetido; C, D: remogao do feixe superficial e profundo do musculo masseter,
respectivamente

4.5.1. FEIXE SUPERFICIAL

O feixe superficial do musculo masseter (Figuras 01:C) foi dividida em
por¢des anterior para MMPs e posterior para MPO (Figuras 02), os quais
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foram acondicionados em um recipiente, congelados em gelo seco e

armazenados em freezer -80°C.

MASSETER SUPERFICIAL

A = ANTERIOR = GELATINASE TOTAL

P = POSTERIOR = MIELOPEROXIDASE

Figura 02: representagao do corte no misculo masseter superficial

4.5.1.1. Técnica para dosar atividade de MMPs-2, -9

O zimograma permite visualizar diferentes isoformas de uma enzima ou
das formas pré-enzima e enzima ativa, que sdo muito frequentes em enzimas
proteoliticas extracelulares, como as MMPs.

Os niveis de MMP-2 e MMP-9 foram determinados na regido anterior do
feixe superficial do musculo masseter pela técnica de zimografia. Zimografia
consiste em um gel de eletroforese ao qual é co-polimerizado o substrato para
as enzimas em estudo. Neste caso, utilizamos gelatina, uma vez que a MMP-2
e a MMP-9 sdo gelatinases. As amostras de musculos foram trituradas e
homogeneizadas em tamp&o de extragao (CaCl, 10 mM, Tris-HCI 50 mM, pH
7,4; contendo os inibidores de proteases fenantrolina 1 mM, PMSF 1 mM, NEM
1 mM) e incubadas por 16 horas em geladeira. Do sobrenadante destes
extratos, aplicou-se volume correspondente a 30 ug de proteina misturados em
igual volume de tampao contendo SDS em géis de poliacrilamida a 12%,
contendo 1% de gelatina. Apos eletroforese, estes géis foram submetidos a
dois banhos de Triton de 30 minutos, para remover o SDS e para ocorrer a
renaturacdo das proteinas e ativagdo enzimatica. Em seguida os géis foram
incubados em tampao Tris-CaCl, pH 7,4 por 16 horas a 37 °C. Por fim, os géis
foram fixados e corados com solugao de Coommassie Blue 0,05%, que cora
todo o gel em azul por sua afinidade por proteina (gelatina). Para visualizagédo
das bandas referentes as MMPs, os géis foram descorados em solugao de
metanol a 30%/acido acético 10%. Observa-se a formacédo de bandas claras,
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devido a degradacao da gelatina incorporada ao gel, contra o fundo azul escuro
do Coommassie. A quantificagdo das bandas das MMPs foi feita usando o
programa Imaged (NIH — National Institutes of Health). A formas da MMP-2
foram identificas pelas bandas de 75, 72 e 64 kDa; e a MMP-9 como a banda
de 92, 87, 125, 250... kda .

A obtencado das imagens foi realizada com o aparelho fotodocumentador
DNR Chemi-bis 1.6 e a quantificacdo da atividade gelatinolitica das bandas
observadas no gel foi realizada com software ImagedJ. Os dados obtidos foram
submetidos a analise estatistica.

4.5.1.2. Técnica para extragao e dosagem de MPO

A porcédo posterior do feixe superficial foi triturada em polytron, para
extrair e dosar MPO, que é diretamente proporcional ao numero de
polimorfonucleares (PMNs) presentes no tecido. A quantidade de MPO em
cada amostra de musculo triturado foi medida enzimaticamente pela suspensao
do material em 2.0ml de Hixadeciltrimetilaménio e 0,5% brometo (Sigma
Chemical Co.,St Louis,Mo USA) em 50mM de tampao de fosfato de potassio,
pH 5.4 para solubilizar MPO.

A concentracdo da MPO foi avaliada espectrofotometricamente pela
adicdo de 1.6mM de tetrametil benzidina (Sigma Chemical Co) diluido em ©&-
dianisidina dicloridrato (Sigma Chemical Co) e 0.5mM peroxido de hidrogénio
em placas Costar de 96 pogos (Corning Inc., New York, NY, USA).

Apos a adicdo de 4M H,SO4 para interrupgdo da reacéao, foi realizada a
leitura colorimétrica das placas Costar com auxilio de leitora pQuant™ (Bio-Tek
instruments Inc, Winooski,VT,USA) em um comprimento de onda de 450nm.

4.5.2. FEIXE PROFUNDO

O musculo masseter profundo (Figura 01: D)foi dividido em quatro porgdes,
sendo que apenas as regides anterior (A) e médio posterior (MP) foram utilizadas
para a realizacdo das diferentes analises (Figura 03),.
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MASSETER PROFUNDO

A =ROS
MET
IMUNOISTOQUIMICA
HE
MP = HISTOQUIMICA (SDH, NADH)

Figura 03 - representagéo grafica do corte no musculo masseter profundo

4.5.2.1. Técnica de HE

Um fragmento da porg&o anterior foi imersa em solugéo fixadora contendo 2%
paraformaldeido, 0,25% glutaraldeido e 0,1% acido picrico durante 48 horas. Apos o
periodo de fixagdo a peca foi lavada em tamp&o PBS (tamp&o fosfato salino),
processada e incluida em parafina para técnica de HE.

Os cortes de 5 ym de espessura foram colocados sobre laminas e submetidas
ao procedimento rotineiro de coloragdo com hematoxilina, e eosina, Posteriormente,
foram desidratadas em no alcool 95°, alcool absoluto (I, II, IIl) e por ultimo em xilol (I,

Il, IIl) e montadas com entelan.

4.5.2.2. Técnica de MET

Apods o periodo de estresse, foi realizada a perfusdo dos animais com solugao
(100 ml) contendo PFA a 2%, 2,5% de glutaroldeido em tamp&o fosfato 0,1M com
pH 7,4. O musculo masseter foi dissecado e fragmentos da porg¢ao anterior do feixe
profundo foram imersos em glutaraldeido a 2%, por 2 horas. A pos-fixagao foi feita
em solugao de tetroxido de 6smio a 1%, durante 2 horas a 4°C, em seguida foram
contrastados em uranila a 2,5%.

As pecas foram desidratadas em série crescente de alcodis, passadas pelo
oxido de propileno por duas vezes, durante 20 minutos cada uma, em seguida
submetidas a infiltracdo na mistura de 1:1 de 6xido de propileno e resina epdxi 812 e
incluidas em resina. As pecas foram mantidas em estufa a 60°C até a polimerizagao
(x36 horas). Os blocos foram trimados e montados no ultramicrotomo para a

obtencdo de cortes semi-finos de 1-3 pm, os quais foram corados com azul de
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metileno para a identificagdo da area de interesse. Os cortes ultra-finos de £ 90nm
foram obtidos em ultramicrotomo Reichert, Ultra-Cut e coletados em telas de 200
“‘mesh”, contrastados com solugdes de uranila e citrato de chumbo e examinados ao

microscopio eletrénico de transmisséo, JEOL 1010.

4.5.2.3. Técnica para imunoistoquimica

Para a imunoistoquimica foi utilizado o método indireto com sistema de

amplificagao (biotina - streptavidina - peroxidase).

4.5.2.3.1. Deteccao de capilares (Laminina e CD31)

A porcao anterior do feixe profundo do musculo masseter ipsilateral a exodontia
foi congelada em nitrogénio liquido e preservada em freezer -80°. Os cortes
transversais obtidos em microtomo criostato, coladas em ladminas silanizadas e
foram imersas em H,O,, 25 volumes (Dinédmica, Brasil) para fixagdo. Para o bloqueio
de outras proteinas inespecificas presentes no tecido, foram incubados em camara
umida com solugédo de BSA 3% (Pentex, USA) em tamp&o PBS. Apds lavagem, os
cortes foram incubados nos seguintes anticorpos primarios: laminina e CD-31. Apos
incubacgao no anticorpo primario, os cortes foram lavados em PBS e submetidos ao
‘Kit” LSAB — HRP (DAKO Cytomation, Dinamarca) de amplificagdo (anticorpo
secundario biotinilado) e streptavidina conjugada a peroxidase. As reagdes foram
reveladas em DAB (3,3 diaminobenzina, Sigma Aldrich, USA). Ao final da reacé&o, os
cortes foram lavados em agua destilada, desidratados, contracorados com
hematoxilina de Harris (Dinamica, Brasil) e as ld&minas montadas com Permount
(Fisher Chemicals, USA).

Os capilares demonstrados com anticorpos anti-laminina e CD31, permitiram
verificar a densidade de capilares no musculo nas diferentes condigcdes
experimentais. Para a quantificacdo cinco imagens aleatérias das laminas foram
sistematicamente capturadas com a objetiva de 40X com auxilio de camera
acoplada ao microscépio LEICA, realizando a contagem do numero total de
capilares de cada campo com o auxilio do programa Imaged. Analise qualitativa de
capilares marcados com CD31 foi realizada para observar a disposi¢ao, o calibre

aparente e o grau de marcagao dos capilares no musculo masseter.
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4.5.2.4. Técnicas de Histoquimica

A porcao média posterior foi criprotegida com talco e congelada por imerséo
em nitrogénio (-150°C), durante 1 minuto e acondicionado em freezer a -70°C, até
ser transferido para a camara de um micrétomo criostato a -20°C, para a realizagao

de cortes transversais de 10 um de espessura.

4.5.2.4.1. Demonstragao de SDH

Laminas contendo cortes do musculo foram incubadas em solugcdo de
succinato de sodio e sais de nitroblue tetrazolio (NBT) a 37°C, por 30 minutos.
Posteriormente lavadas com agua destilada, fixadas em formol Calcio Baker por 5
minutos, novamente lavadas com agua destilada e montadas com xarope de Apaty.

De <cada secgdo transversal de musculo, cinco imagens foram
sistematicamente capturadas com a objetiva de 20x, com auxilio de uma camera
OLYMPUS DP72 acoplada ao microscopio OLYMPUS BX61. Usando um sistema
teste de 80 pontos sobreposto a imagem, foram quantificados os pontos que

recaiam sobre as fibras claras, intermediarias e escuras por campo analisado.

4.5.2.4.2. Demonstracao da NADH

Laminas contendo cortes do musculo foram incubadas em solucdo de
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) mais sais de tetrazolio a 37°C, por 30
minutos, lavadas com agua destilada, fixadas em formol 5% tamponado pH 7,0 por 5
minutos, novamente lavadas com agua destilada e montadas com xarope de Apaty.

De cada secgdo transversal de musculo, imagens foram sistematicamente
capturadas com auxilio de uma camera OLYMPUS DP72 acoplada ao microscopio
OLYMPUS BX61, com a objetiva de 20x. Usando um sistema teste de 80 pontos
sobreposto a imagem foram quantificadas as fibras claras, intermediarias e escuras
por campo analisado, avaliando a quantidade relativa de fibras por area de musculo
analisada. Essa analise permitiu determinar a capacidade oxidativa do musculo em

diferentes condigdes experimentais.
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4.5.2.4.3. Demonstracao de ROS

A porgao anterior do feixe profundo foi crioprotegida com talco, imersa em
nitrogénio liquido por um minuto e mantida em freezer -80°. Cortes de secgbes
transversais com espessura de 05 ym foram realizados em micrétomo criostato,
posicionados em |laminas e incubados com dihidroetideo (DHE) na concentracéo de
10 pyg/mL (HAO et al., 2006; VIEL et al., 2008) por 30 minutos em camara umida e
escura. Esse “probe” reage com o superéxido (O,") presente nos tecidos, resultando
na formagdo de 2-hidroxietideo e dietideo, produtos que emitem fluorescéncia
vermelha no local. Em seguida os cortes foram lavados com tamp&o salina fosfato
(PBS) e fixados em PFA 4%.

As laminas foram analisadas, in situ, com auxilio de um microscopio de
fluorescéncia (Leica Imaging Systems Ltda, Cambridge, England), fotografadas em
aumento de 40x e a quantificacdo da intensidade de fluorescéncia vermelha emitida

foi realizada utilizando o programa ImageJ.
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Resultados
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5. RESULTADOS

5.1. CONTROLE DE PESO

Foi analisado o ganho de peso ao longo do periodo experimental dos animais
do diferentes grupos com auxilio de balanga de precisdo, com coleta dos dados nos
dias D°, D®, D', D', D* e D*. Foi utilizado o teste de andlise de variancia ANOVA
para trés fatores por se tratar de dados vinculados.

Este teste revelou que os animais dos grupos GM tiveram um ganho de peso
semelhante ao GC, sendo estatisticamente diferente de GE e GME, onde o ganho
de peso foi irregular e inferior aos animais do GC. Os dados demostraram que a
exodontia unilateral isolada ndo interfere no ganho de peso, porém o estresse
cronico repetido isolado ou associado a exodontia diminuiu significativamente o

ganho de peso quando comparado com o grupo controle.
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Grafico 01 - representagdo do ganho de peso no periodo experimental nos
difernetes grupos experimentais
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5.2. METALOPROTEINASE (MMP- 2 e -9)

O gel representativo do ensaio de zimografia (Figura 4) revelou bandas com
peso molecular de 72 kDa, correspondentes a atividade gelatinolitica da MMP-2,
entretanto ndo foi possivel visualizar a MMP-9 (92 kDa) no feixe superficial dos
musculos masseteres ipsilateral a exodontia dos grupos controles e experimentais. A
analise quantitativa da atividade gelatinolitica no tecido muscular demostrou que os
dados tiveram distribuicdo normal. Assim o teste estatistico de escolha para essa
analise foi analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey. Ndo houve diferenca

significante (p>0,05) na atividade gelatinolitica da MMP-2 entre os diferentes grupos

estudados.
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Grafico 02 - quantificagdo da atividade gelatinolitica correspondente as bandas de
MMP-2 (72 kDa) (Média e Desvio Padr&o)



Figura 04 - fotografia dos géis imunomarcados em membranas de nitrocelulose. Letras (A
— E) representam os animais 1 - 5, respectivamente; Pd: padrdo de soro bovino; F:
reposicdo do animal 2—- GM e animal 5 - GC
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5.3. MIELOPEROXIDASE (MPO)

A quantidade de MPO ¢é diretamente proporcional ao numero de
polimorfonucleares (PMNSs), principalmente neutrofilos presentes nos tecidos com
inflamac&o. A analise quantitativa do numero de polimorfonucleares por miligrama
de tecido muscular obtido através de equipamento de leitura colorimétrica e grafico
de curva total e baixa no programa Microsoft Excel, demostrou que os dados tiveram
distribuicdo normal. Assim o teste estatistico de escolha para essa analise foi analise
de variancia (ANOVA) e teste de Tukey. Nao houve processo inflamatério distinto no
feixe superficial do musculo masseter nos diferentes grupos, independente da
realizacdo da maloclusdo, do estresse crbénico repetido ou da associagdo dos

protocolos.
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Grafico 03 — representagao grafica de polimorfonucleares por miligrama de
tecido nos diferentes grupos (Média e Desvio Padréo)
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5.4. HEMATOXILINA E EOSINA (HE)

GC

O musculo masseter do grupo controle apresentou fibras musculares em corte
transversal com tamanho similar, contorno suavemente arredondado e endomisio e

perimisio com aspecto de normalidade (Figura 05-A, B).

GM

O mdusculo de animais submetidos a exodontia exibiu fibras musculares de
tamanho variado, contorno irregular, algumas com nucleos centrais (nc) e fibras
pequenas com sinais de atrofia (seta branca). O perimisio e o endomisio
preenchidos por tecido conjuntivo com auséncia de células inflamatérias (Figura 05-
C, D).

GE

Em determinadas regides do musculo de animais do grupo GE foram notaveis
as fibras grandes de forma arredondada ou ovalada, contorno arredondado e poucas
fibras musculares com nucleos em regido central (nc). O perimisio e endomisio com

aspecto de normalidade (Figura 05-E, F).

GME

Nos animais deste grupo, foram observadas alteragdes no tamanho das fibras,
destacando fibras maiores de contorno arredondado e as menores contorno mais
angulado. Também foram observadas regides com fibras de nucleo central (nc),

perimisio e endomisio com auséncia de células inflamatorias (Figura 05-G, H).
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K; B: 100K; C-D: 12K) e GM

Figura 05 - imagens representativas de HE dos grupos GC (A: 12

(E: 12K:

F-G:40K)
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5.5. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

GC

A ultraestrutura do musculo masseter do grupo controle revelou em corte
transversal (Figura 06-A) miofibrilas entremeadas por mitocondrias intermiofibrilares
arredondadas ou ovaladas (-M, M) de tamanhos variados. Em maior aumento
(Figura 06-B), essas mitocondrias revelaram cristas mitocondriais (CM) formadas a
partir da membrana interna, separadas da membrana externa (me) pelo espaco
intermembranoso. Entre as miofibrilas foram evidentes os tubulos T (T) e as
cisternas do reticulo sarcoplasmatico (cCRS) com as membranas preservadas
(meRS).

A Figura 06-C mostrou fibras musculares com numerosas mitocondrias tanto
subsarcolemais (MS) quanto intermiofibrilares (M) de tamanhos variados. Entre as
fibras musculares, os capilares (CAP) com lumen de aspecto normal revelaram

nucleo (N) das células endoteliais (Figura 06-D).

GM

A figura 06 (E-G), mostra cisternas do reticulo sarcoplasmatico irregulares
dispostas entre as miofibrilas (cRS*). As mitocéndrias possuem uma desorganizagéo
das cristas (CM*) e dos espacgos intermembranosos. O capilar visualizado na figura
XXXXX possui lumen reduzido (L-) e escassas vesiculas pinociticas.

GE

E possivel visualizar na figura 07-A, que as mitocondrias intermiofibrilares
possuem morfologia alterada revelando expansdes (M*) e cisternas dilatadas do
reticulo sarcoplasmatico (cRSd). Em aumento de 40.000X (Figura 07-B) observou-se
mitocdndrias com numerosas cristas mitocondriais (+CM). Pode-se observar na
figura 07- C o capilar sanguineo com numerosas cavéolas e vesiculas pinociticas.
Fibras musculares com mitocondrias subsarcolemais e intermiofibrilares de
tamanhos e formas (ovais e esféricas) variados (Mo) e cisternas do reticulo
sarcoplasmatico dilatadas (cRSd) s&o vistas na figura 07-D.
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GME

Na condicdo de exodontia associado ao estresse cronico repetido observou-
se (Figura 07-E) miofibrilas desorganizadas, entremeadas por mitocéndrias esféricas
de tamanhos variados, sendo algumas de tamanho muito reduzido (M-), e cisternas
do reticulo sarcoplasmatico ausentes ou alteradas. Houve a diminuicdo das na
quantidade de cristas mitocondriais (-CM) e as mitocOndrias apresentaram espaco
intermembranoso irregular, observadas na figura 07-F. Na figura 07-G, observamos
que a membrana das cisternas do reticulo sarcoplasmatico desaparece,
permanecendo areas elétron-lucidas irregulares (cRS*) entre as miofibrilas; em
outras areas, as miofibrilas ficam continuas umas com as outras, revelando apenas
os tubulos T (T) isolados entre elas. Observamos um adelgagamento na parede do
capilar (PCp) e poucas vesiculas pinociticas (Figura 07-H), com mitocéndrias
subsarcolemais, alongadas (MSa), mitocéndrias intermiofibrilares mostram
expansoes ou fusdes (Mf) e as cisternas do reticulo endoplasmatico estdo dilatadas
e a membrana nao é evidente (cCRS*).



Figura 06 - imagens representativas de MET dos grupos GC (A: 12K; B: 100K; C-D: 12K) e GM
(E: 12K; F-G:40K)



Figura 07 - imagens representativas de MET dos grupos GE (A: 12K; B-D: 40K) e GM (E,H: 12K;
F,G:40K)

53



54

5.6. IMUNOISTOQUIMICA

5.6.1. LAMININA

A analise quantitativa de capilares imunomarcados pela laminina (Figura 08-A-
D) no tecido muscular demonstrou que os dados tiveram distribuicdo normal. Assim
o teste estatistico de escolha para essa analise foi analise de variancia (ANOVA) e
teste de Tukey. Houve aumento significante (p<0,05) na densidade de capilares em
GM quando comparado com o grupo GME.

No entanto, em relagdo ao controle (109,9+11,9), GM (122,8+29,5) tendeu ao
aumento, enquanto os grupos GE (99,6+10,6) e GME (78,245,57) tenderam a
reducao da densidade de capilares.
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Grafico 4 - resultados estatisticos da densidade de capilares entre os diferentes
grupos(Média e Desvio Padrao)
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5.6.2. GRUPAMENTO DE DIFERENCICAO 31 (CD31)

GC

Por meio da imunomarcacédo de CD31 em células endoteliais foram detectados
os capilares corados em marrom. Em GM, capilares com luz aberta e aspecto de
normalidade foram evidentes no endomisio bem preservado por todo o musculo
(Figura 08-E).

GM

O grupo submetido a exodontia apresentou capilares com aparente diminuigdo
de lumen, localizados no endomisio (Figura 08-F), entre as fibras musculares,
algumas delas de aspecto atrofico.

GE

No grupo submetido apenas ao estresse, capilares dilatados estdo dispostos
no endomisio e localizados entre as fibras (Figura 08- G).

GME

Este grupo revelou a presenga de capilares dilatados e outros contraidos no
endomisio. Estes localizam-se entre as fibras pequenas alteradas com nucleo

central e outras de aspecto normal (Figura 0-8 H).
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Figura 08 - imagens representativas de capilares imunomarcados pela laminina ( GC: A, GM:
B, GE: C e GME:D) e por CD31 (GC: E, GM: F, GE: G e GME:H) em aumento de 40X
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5.7. HISTOQUIMICA

5.7.1. SUCCINATO DESIDROGENASE (SDH)

No grupo GE aumentou significativamente a area de fibras escuras
(13,55%4,13) quando comparado com os grupos GC (6,9+2,65), GM (9,1£5,42) e
GME (8,85+6,06). As fibras intermediarias também tiveram a area relativa
aumentada (p<0,05) nesse grupo (26,05t4,32) em relagcdo aos grupos GC
(22,4516,04), GM (22,2+5,2) e GME (20,7516,12). A area relativa das fibras claras
por sua vez, teve significativa diminuicdo no GE (36,05+5,02) em relagdo aos grupos
GC (45,95+£7,11), GM (42,6+5) e GME (46,51£9,16). O aumento das fibras escuras e
intermediarias em razdo da diminuicdo de fibras claras mostra que o estresse
aumentou a atividade metabdlica musculo masseter profundo. A area relativa das
fibras escuras, intermediarias e claras nao foi diferente nos grupos GM e GME
quando comparados com o grupo controle, portanto esses fatores ndo alteraram a
atividade metabdlica do feixe muscular (Figura 09-A-D).
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Gréafico 05 - area de fibras escuras nos grupos diferentes. Cada coluna
representa a média com o erro padrdo (Média e Desvio Padr&o)



SDH - Fibras Intermediarias

35 - *
| B—— |

S 30 -
<
> 25
o
=
o 20 -
(8]
Q
o 15 -
o
S
“E’ 10 -
3
2 5 |

0_

GC GM GE GME

GRUPOS

Grafico 06 - fibras intermediarias dos diferentes grupos com representagdo da
significancia (Média e Desvio Padrdo)
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Grafico 07 - area de fibras claras nos diferentes grupos (Média e Desvio Padrdo)
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FIBRAS TOTAIS
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Grafico 08 - area relativa de fibras totais nos grupos (Média e Desvio Padrao)
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5.7.2. NICOTINAMIDA ADENINA DINUCLEOTIDEO (NADH)

A reacdo com NADH revelou trés intensidades de coloragdo de fibras
musculares (claras, intermediarias e escuras) no feixe profundo do musculo
masseter (segmento médio posterior), cujas caracteristicas permitiram avaliar a sua
capacidade oxidativa (Figura XXXXXX: E-G). As fibras mais escuras representaram
as de maior capacidade oxidativa.

A contagem de pontos do sistema-teste que recairam sobre as fibras coradas
pela reacdo da NADH, foram realizadas com auxilio do software “ImageJ”. A analise
guantitativa das fibras mostrou que os dados de interesse tiveram uma distribuicao
normal. Assim o teste estatistico de escolha para essa analise foi analise de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey.

A area relativa de fibras escuras foi maior (p<0,05) nos grupos GM
(10,85+3,32) e GME (8,414,13), enquanto no grupo GE (2,05£1,27) a area tendeu a
diminuir quando comparada ao grupo controle (4,9+4,45).

Em relagcédo a area relativa de fibras intermediarias, houve uma tendéncia a
diminuicdo nos grupos GM (19,7+5,55) e GME (21,55+7). No entanto, houve
aumento significante no grupo GE (33,45+5,39) quando comparada a area do grupo
GC (23,615,43).

Nao foi observada diferenca estatistica na area relativa de fibras claras
(glicoliticas) nos diferentes grupos, com p>0,05, apenas uma tendéncia a diminuicéo
no grupo GE (Figura 09-E-H).
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Grafico 09 - area relativa de fibras escuras nos diferentes grupos (Média e Desvio
Padréo)
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Grafico 10 - area relativa de fibras intermediarias nos grupos(Média e Desvio
Padréo)
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NADH - Fibras claras
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Grafico 11 - area relativa de fibras claras nos grupos (Média e Desvio Padrao)
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Grafico 12 - area relativa de fibras totais nos grupos. Cada coluna
representa a média com o erro padrdo (Média e Desvio Padréo)
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5.7.3. ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ROS)

ROS manifestam-se pela luz vermelha fluorescente nos nucleos das fibras
musculares, cujas imagens (Figura 10-A-H) foram obtidas com auxilio com um
microscopio de fluorescéncia. A analise quantitativa da intensidade de fluorescéncia
revelaram as espécies reativas de oxigénio nos diferentes grupos, por meio do
software “ImageJ”. Os dados de interesse tiveram uma distribuicdo normal. Assim o
teste estatistico de escolha para essa analise foi analise de variancia (ANOVA) e
teste de Bonferroni de multiplas comparagdes. As concentragdes de ROS mostraram
tendéncia ao aumento em animais estressados, mas seu aumento foi significativo
(p<0,05) apenas quando comparado o grupo GM (82,6+1,53) com o GE (88,8+5,61).

Espécie Reagiva de Oxigénio
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Grafico 13: resultados estatisticos de ROS entre os grupos experimentais (Média e Desvio
Padréao)



Figura 10 - imagens representativas de histoquimicas com nucleos para avaliagdo de ROS, em
aumento de 20x (GC: A, GM: C, GE: E e GME:G) e 40x (GC: B, GM: D, GE: F e GME:H) em
aumento de 40X
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Discussao



67

6. DISCUSSAO

Neste estudo, o estresse cronico repetido e maloclusdo pela exodontia
unilateral em ratos, isolados ou associados, foram realizados para avaliar os
possiveis efeitos no musculo masseter. A exodontia como modelo de maloclusao em
animais para analisar musculos da mastigacao ja foi estudado em cobaias (BAZAN
et al., 2008) e coelhos (IM et al.; 2012); a restricdo fisica em aparato metalico foi
escolhida por ativar componentes do sistema simpatoadrenal, resultando em
mudangas na nocicepgdo (FONTELLA et al., 2005) e aumento dos niveis de

corticoide no plasma de animais (ULLOA et al., 2010).

Um menor ganho de peso ao longo do tempo experimental foi observado nos
animais submetidos ao ECR por contengcdo. Essa alteracdo no peso pode ser
consequéncia do aumento nos niveis plasmaticos de corticosterona geralmente
expresso na presenga do estresse por contencdo (LEE et al., 2012). O cortisol é
secretado a partir do cértex suprarrenal sob o controle do eixo hipotalamo-hipéfise-
adrenal (DERIJK, SCHAAF e DE KLOET, 2002), que pode alterar a regido da
amigdala (SHEPARD, BARRON e MYERS, 2000) e nucleo da estria terminal
diretamente ligados a casos de ansiedade tempo-dependentes (SINK et al., 2013;
VENTURA-SILVA et al.,, 2013). Essas estruturas atuam sobre o hipotalamo e o
tronco encefalico na producdo de componentes autondmicos, enddcrinos e
somatomotores das experiéncias emocionais, que regulam as atividades basicas de
beber, comer e pertinentes ao comportamento sexual (RIBAS, 2007), levando a
disturbios comportamentais como a redugdo na ingestdo de alimentos e agua e
subsequente diminui¢do no ganho de peso (HENNEBELLE et al., 2012). Resultados
semelhantes foram observados por Matsuura et al., 2012 em ratos submetidos ao
estresse por contengcdo das patas, onde houve a diminui¢do na ingestdo de agua,
comida e de excrecdo e um consequente diminuicdo do peso corporal. O autor
também refere a diminuigdo do peso das gléandulas suprarrenais e timo também,
causando uma alteragéo crénica da secre¢do hormonal.

No entanto, a maloclus&o, por si s6, ndo interferiu no ganho de peso dos
animais, corroborando com os dados obtidos por Farias-Neto, Martins e Rizzatti-
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Barbosa (2012) e Yamazaki et al. (2008), que observaram um aumento normal do

peso corporal de animais apds exodontia.

O musculo masseter € considerado um dos mais importantes musculos da
mastigagdo com origem no arco zigomatico e insergao na face lateral e &dngulo do
ramo da mandibula (KEBEDE e MEGERSA, 2011), e pode ser acometido por
condigdes fisiopatologicas ou idiopaticas, com ou sem a presenga de dor (RISPOLI
et al., 2008; KEBEDE e MEGERSA, 2011). Um desajuste da relacdo harménica
entre os elementos dentais mandibulares e maxilares pode levar ao colapso das
estruturas do sistema estomatognatico, desencadeando efeitos locais e sistémicos,
com possibilidade de ocorrer adaptagdo da musculatura e de estruturas adjacentes
para que nao haja comprometimento das fungdes normais (TSAIl et al. 2010; TSAI et
al., 2012).

Apesar de existir um consenso entre os anatomistas de que esse musculo é
dividido em duas partes distintas, n&do ha concordancia quanto a importancia relativa
de cada uma dessas partes (GAUDY et al., 2000), cuja complexidade foi colocada

em questao ao longo deste experimento.

A regiédo posterior do feixe superficial do musculo masseter esquerdo revelou
atividade gelatinolitica da MMP-2 em todos os grupos deste experimento, sem
diferencga significante entre eles, porém a atividade da MMP-9 nao foi evidencia pela
técnica de zymografia, que detecta de forma simples e sensivel as MMPs pela
degradagdo do substrato e pelo seu peso molecular (KUPAI et al., 2010). As
gelatinases s&o enzimas chave na remodelacdo da matriz extracelular (YANG et al.,
2002), expressas em musculos esqueléticos e estdo envolvidas na regeneragao
apo6s injurias (ZIMOWSKA, SWIERCZYNSKA e CIEMERYCH 2013). Durante a
plasticidade muscular as metaloproteinases aumentam a migracdo de células
miogénicas, pela fun¢ao hidrolitica contra componentes da ECM, modulam tecidos e
sdo importantes reguladores da imunidade inata e inflamagdo. (ALAMEDDINE,
2012). Em condigbes basais, os musculos esqueléticos de ratos adultos podem
expressar a MMP-2 constitutiva na forma de 60 kDa, que representa sua forma
latente; em contraste, a MMP-9 ndo € detectada, tanto a proteina quanto para os
niveis de mRNA (KHERIF et al., 1999). Diante do exposto, os dados encontrados no
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atual estudo sugerem que o feixe superficial do musculo masseter ndo € afetado
pelas condi¢des de alteracéo oclusal e ECR, isolados ou associados.

No entanto, Chen et al. (2010) afirmaram que o estresse psicolégico ao longo
de trés a cinco semanas modifica significativamente os musculos da mastigacédo de
ratos, correlacionando-o como um fator de risco para o desenvolvimento de dor
musculoesqueléticas. Okamoto et al., (2012) também consideram o estresse
psicologico como fator de risco para o desenvolvimento de dor musculoesquelética
da cabeca e pescoco. O fato do estresse cronico repetido associado ou nao a
maloclusdo nao alterar os niveis de gelatinases neste estudo pode estar relacionado
a complexidade do m. masseter, indicando que a por¢gao do musculo estudada nao
foi afetada.

A MPO foi avaliada no atual estudo como marcador enzimatico para medir
acumulagdo de neutrofilos nas amostras (HARMSEN e TURNEY, 1985) revelando
que nao houve infiltrado inflamatorio na regido posterior do feixe superficial do
musculo masseter em nenhum dos grupos estudados. Liu et al. (2013) relata que
infiltracdo excessiva e/ou a retengdo prolongada de neutréfilos no local da injuria
pode danificar ainda mais o tecido através da libertacdo de oxidantes e enzimas
hidrolitica dos neutrofilos ativados, produzindo lise da membrana das células
musculares através do mecanismo dependente de superoxido (TIDBALL, 2005). O
experimento Colon et al. (2004) também n&o foi capaz de promover o aumento de
MPO na mucosa do coélon de fémeas Wistar quando induziram o estresse por
contencdo de seis horas diarias durante dez dias seguidos. Contudo, a associagéo
do ECR com doses subinflamatoérias de acido trinitrobenzeno-sulfénico causou colite
e aumento consideravel dos niveis inflamatérios (COLON et al., 2004).

Para Ali e Sultana (2012), o estresse repetido prejudica o recrutamento de
neutrofilos pelo comprometimento da resposta imune inata de ratos. Tymen et al.
(2013) por sua vez verificaram que o estresse por contensao n&o altera o numero de
neutréfilos na fase inicial de reparo tecidual, porém apds trés e cinco dias de
estresse promove aumento de neutréfilos. Tem sido reportado que quando ha um
aumento na atividade muscular, a infiltracdo de polimorfonucleares neutrdfilos é
mais intensa nas fibras vermelhas, a qual € diretamente proporcional o aumento de
trabalho realizado pelo musculo (MOROZQOV et al., 2006). Para Tidball (2005), a

modificagdo na fungdo muscular ou lesdo podem produzir resposta inflamatéria com
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invasao inicial de neutrofilos seguido por macrofagos, promovendo dano e posterior
reparo através das acdes combinadas de radicais livres, fatores de crescimento e
quimiocinas. Possivelmente, neste estudo, a maloclusdo e o ECR, associados ou
nao, nao produziram inflamacg&o dessa regido especifica, pelo fato de ndo alterar a
atividade muscular devido a orientacao das fibras.

Anadlises histolégicas de musculo corado em HE mostraram no grupo GE
regides com algumas fibras musculares de grande diametro, nucleos centrais,
perimisio com fibroblastos e fibras colagenas de aspecto normal. Nishide et al. 2001
verificaram que o aumento na oclusal dental causaram pequenas alteracdes
histologicas no feixe profundo do musculo masseter de ratos, destacando as fibras
com nucleo central. Segundo Schmalbruch, Al-Amood e Lewis (1991) e Nonaka
(1993) apud Nishide et al. 2001 fibras com nucleo central sdo fibras imaturas
regeneradas, portanto neste estudo ha indicagbes de reparo apos degeneragao
muscular causado pelo ECR.

O musculo dos animais GM e GME revelaram caracteristicas histologicas
semelhante, representadas por algumas fibras com diminuigdo no didmetro e fibras
com nucleos centrais, acrescentando que os animais do GME mostraram também
regides com fibras de didmetro aumentado. Estes resultados sugerem que apos 23
dias de perda de suporte unilateral, as alteragdes provocadas sao provavelmente
indicagbes de uma atividade reduzida da musculatura. O tempo experimental pode
estar diretamente relacionado ao grau de alteragdo no grupo submetido apenas a
maloclusédo, visto que em 2004, Issa et al. verificaram alteragbes funcionais
induzidas pela extracdo dental em cobaias, resultando em uma diminuicdo
significativa no tamanho do musculo masseter no lado ipsilateral, sessenta dias da
alteracao oclusal.

Maeda et al. (1990) observaram que a extragcdo dental em ratos inibe o
crescimento do musculo masseter, sendo mais severo quando associado a uma
dieta macia, sugerindo que as informagdes sensoriais de terminagdes no ligamento
periodontal podem desempenhar um papel importante no desenvolvimento desse
musculo. Mercado et al. (2002) demonstraram em estudo que estresse induzido por
contencédo tem fundamental papel na regulagdo da expressao de genes alvos em
leucdcitos, queratinécitos e fibroblastos em lesbes teciduais, podendo prejudicar a
qualidade dos tecidos em reparacdo. Lewis et al. (2013) evidenciaram no musculo
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vasto intermédio de ratos que exercicios excéntricos promovem o0 aumento de
células do sistema imunologico responsaveis pelo dano celular da musculatura
esquelética. Baron et al. (2011) referem que condicbes patologicas afetam a
transcrigdo de numerosas vias moleculares e fungdes bioldgicas que alteram as
caracteristicas morfolégicas dos musculos esqueléticos. Diante do exposto, a
alteragdes morfoldgicas localizadas em determinadas regides do musculo,
decorrentes dos fatores utilizados neste trabalho permite correlacionar essas areas
com os chamados “pontos-gatilho”.

A MET permitiu a observacdo do comportamento mitocondrial e do reticulo
sarcoplasmatico do musculo masseter. No grupo GE foram observadas mitocéndrias
intermiofibrilares aparentando expansdes e outras com aumento de cristas
mitocondriais, além de cisternas do reticulo sarcoplasmatico dilatadas. As
mitocdndrias desempenham um papel importante na homeostase do Ca?*, servindo
como um dissipador deste ion quando em excesso no citoplasma, modulando assim
sinais de Ca®' intracelular. A fungdo do reticulo sarcoplasmatico é absorver,
armazenar e liberar ions calcio, enquanto as mitocondrias tem papel fundamental na
producéo de energia através da geragao de ATP. Além disso, (GUNTER et al. 1998
e 2000). As mitocéndrias desempenha um papel importante na regulagao dos sinais
desses ions durante o ciclo de contragao-relaxamento dos musculos esqueléticos de
mamiferos (ISAEVA e SHIROKOVA, 2003). Chen et al. 2010 evidenciaram
mitocéndrias inchadas com perda de cristas e redugao na densidade da matriz, além
de uma diminuigdo Na+-K+ATPase e Ca®*-ATPase nos mlsculos mastigatérios em
situagcdes de estresse prolongado, sugeriram que a alteragdo morfologica das
mitocdndrias indicam uma diminuigdo na glicolise aerdbica e hipdxia ou isquemia
dos musculos e consequente aumento no metabolismo anaerdbico. No entanto, as
alteracbes ultraestruturais deste experimento indicam que o estresse crénico
repetido podem estar relacionado com o aumento do metabolismo oxidativo pelas
mitocondrias e, disponibilidade de i6ns calcio pelo reticulo sarcoplasmatico. Tal fato
¢é fortalecido com os dados de que o volume da area de superficie das mitocéndrias
e cristas mitocondriais podem ser indicadores da capacidade oxidativa da célula
(ISAEVA e SHIROKOVA, 2003).

As amostras dos animais do grupo GM analisadas diante do MET revelaram

algumas cisternas com integridade da membrana e areas elétron-lucidas irregulares



72

no local em que a membrana das cisternas do reticulo sarcoplasmatico
desapareceu, desorganizagdo das cristas mitocondriais e do espaco
intermembranosos das mitocéndrias e capilares com Iumen contraido e escassas
vesiculas pinociticas. O material de GME analisado revelou alteragdes
ultraestruturais semelhantes ao GM, no entanto, a associagao dos fatores promoveu
maior dano nas membranas das cisternas do reticulo sarcoplasmatico. Este
resultado pode ser associado a uma diminuicdo de geragdo de energia por danos
das mitocondrias causados pelo excesso de Ca®*" liberado pelo RE, com a
membrana alterada. Estes resultados estdo de acordo com o trabalho de Bani, Bani
e Bergamini (1999), que observaram aumento nos niveis de ions calcio no musculo
masseter superficial e profundo, ipslateral ao desgaste oclusal unilateral em ratos,
com inchagco mitocondrial e areas com fibras mostrando sinais de degeneragéo
tecidual ap6s 14 dias da indugdo da maloclusdo. Entretanto, Im et al. (2012)
verificaram um aumento nos niveis da calcio no musculo masseter de coelho seis
semanas apds a exodontia unilateral, seguido de um decréscimo nessa
concentracdo apos doze semanas. A maloclusdo isolada ou associada ao ECR
induzem alteragdes ultraestruturais das fibras do musculo masseter, possivelmente

relacionadas ao aumento dos niveis de calcio no tecido.

Houve tendéncia a diminuicdo na densidade capilar observado pela
imunomarcagéo com laminina e aumento no calibre dos mesmos demonstrados por
CD31 nos animais submetidos ao estresse crénico, associado ou ndo a exodontia,
sendo mais acentuada na associagao dos dois fatores, sugerindo potencializagao do
efeito do estresse a partir da maloclusao gerada no animal. Korthuis (2011) relata
gue a tonicidade vascular e vasomotora pode ser influenciada por fatores de controle
central - como a resposta humoral e neuronal - ou locais intrinsecas dos tecidos -
como fatores metabdlicos, mecanicos, endoteliais e paracrinos - promovendo a
abertura ou fechamento dos canais de membranas, ativacdo de receptores de
membrana e vias de sinalizacdo celular, além de sinais mecanicos. O sistema
vascular controla tanto a deterioracdo quanto a reparacdo dos diferentes tecidos,
como observaram De Medeiros, Vieira e Nishimura (2005). Portanto, este estudo
avaliou a densidade de vasos no musculo masseter imunomarcados pela laminina
(principal componente da membrana basal de vasos sanguineos) (SOROKIN et al.,
1997; LUIUBIMOVA et al., 2006). Uma analise qualitativa também foi realizada pela
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imunomarcacdo de PECAM 1/CD31 dos capilares, pela sua participagdo em
fenbmenos de adesdo e sinalizacdo necessarios para a motilidade de células
endoteliais, essencial na indugao de fatores de crescimento fibroblastico e na sua
subsequente organizagdo em tubos vasculares durante a neoformagéo vascular
(BOGEN et al., 1994; DISTLER et al. 2003; CAO et al., 2002). Segundo Korthuis
(2011), a isquemia crénica pela contragcdo muscular dos membros induz resposta
inflamatoria e pode contribuir na injuria e dor muscular. A menor densidade capilar
nos animais de GE e GME sugerem uma hipoperfusdo sanguinea e possivel fator
etiologico de dores musculares em casos de DTM. As alteragbes vasculares em
musculos esqueléticos causadas pelo estresse de diferentes naturezas ainda sao
escassas na literatura, necessitando mais estudo para contribui na elucidacéo da
relacdo entre fatores estressores, morfofisiologia dos musculos e etiopatogenia das
dores miofaciais.

Houve uma tendéncia ao aumento na densidade de capilares imunomarcados
pela laminina em animais do grupo GM, porém foi evidenciada a diminuicdo no
l[umen dos capilares e vasos por CD31. Estes achados estdo de acordo com
Gedrange et al. (2001), que demonstraram aumento da densidade capilar em
determinadas regides do musculos masseter de suinos apos protrusdo mandibular
sagital e hipofungdo muscular. Brown e Hudlicka (2003) sugerem que o estresse
mecanico geram mudangas no comprimento de sarcOmero durante a contragdo ou
relaxamento, alterando capilar, cujos fatores estao ligados a angiogénese. Im et al.
(2012) suportam a hipétese de que os movimentos anormais dos musculos masseter
de coelhos ipsilateral a exodontia podem ocasionar lesdo isquémica devido a
diminuicdo do fluxo sanguineo. A inatividade fisica representa um estimulo potente
para a atrofia muscular e alteragdes no lumen de vasos e artérias (THIJSSEN,
GREEN E HOPMAN, 2011). Bani, Bani e Bergamini (1999) reportaram que a injuria
do musculo masseter ipsilateral a exodontia foi decorrente da vasoconstricgdo
capilar, isquemia o tecido e continuo aumento dos niveis de calcio. Portanto, sugere-
se que a maior densidade de capilares por areas analisadas é devido a diminuicao
do tamanho das fibras musculares no lado ipslateral a exodontia, como
consequéncia da diminuicdo da atividade muscular, visto que a analise
ultraestrutural e a imunomarcacdo pela CD31 revelaram capilares com lumen

reduzido, corroborando com os achados de Bani, Bani e Bergamini (1999).
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Pela proporgado dos trés tipos de fibras musculares (9% de escuras, 30%
intermediarias e 60% claras) o feixe profundo do musculo masseter (segmento
médio posterior) caracteriza-se por apresentar uma baixa capacidade oxidativa
devido a predominancia de fibras claras. Este resultado esta em concordancia com
os achados de Sano et al. (2007), que verificou a presenga de 36% de fibras |IB,
31% IIA e 30% IIX na regido postero anterior e 50% I1X e40% lIA na regido postero
medial do musculo masseter de ratos. A analise de todos os tipos de fibras
musculares juntos, demonstradas pelas reagdes de NADH e SDH revelaram que a
esta regido tem um predominio de fibras claras, cujas caracteristicas refletem alta
atividade glicolitica e baixa capacidade oxidativa.

As diferentes intensidades de coloragdo da reagdo de NADH (clara
intermediaria e escura) revelam a capacidade oxidativa da fibra muscular. Essa
reacao revelou que a area relativa de fibras escuras nos grupos GM e GME foi maior
quando comparada aos demais grupos. Houve aumento significante da area relativa
de fibras intermediarias nos animais do grupo GE em relagdo aos demais grupos
experimentais, revelando alteracdo na capacidade oxidativa do musculo por agao do
estresse. Ide e Sato revelaram em 2006, por meio da atividade de NADH, que o
estresse causado por uma mudanca de dieta leve a dieta dura afeta o metabolismo
oxidativo de forma diferente nos feixes superficial e profundo do musculo masseter
de ratos. Bazan et al. (2008) verificaram, apds exodontia em cobaia, a
predomindncia de fibras claras marcadas por reacdo de NADH no musculo
pterigoideo medial ipslateral, refletindo em uma diminui¢do da atividade metabdlica
do musculo, tornando-o menos resistente a fadiga. Ciena et al., (2011) revelaram
uma maior proporgéo de fibras glicoliticas na regido da superficie e fibras oxidativas
na regido profunda do musculo esternocleidomastoideo de ratos, e que o
envelhecimento promove o aumento de fibras oxidativas e da capacidade oxidativa
muscular e reducao na densidade de fibras musculares (atrofia muscular).

A reagcdo da SDH da mesma regido analisada também revelou fibras
musculares em trés intensidades de coloragao (claras, intermediarias e escuras),
sendo a mais escura a de maior a atividade metabodlica. No grupo GE houve
aumento a area de fibras escuras e intermediarias em relagdo aos demais grupos,
cujo aumento ocorreu em razdo da redugdo da area relativa das fibras claras, no

entanto, a maloclusdo associada ou ndo ao estresse ndo promoveu alteracdes
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significativas na area relativa das fibras. Kawata et al. em 2001 verificaram
diminuicdo do diametro das fibras do ventre anterior do musculo digastrico de
camundongos tratados com dieta macia em relagdo aos animais que receberam
dieta rigida. Observaram ainda um aumento significante das fibras com alta
atividade de SDH ao longo do periodo experimental em animais normais velhos.
Miehe et al., (1999) observaram que a exodontia bilateral do dentes associado a
dieta macia em ratos diminuiu 0 peso seco do musculo masseter e aumentou o
numero de fibras glicoliticas, indicando uma menor forga mastigatéria e reducao da
capacidade oxidativa. Embora os fatores — exodontia, estresse ou associagcado de
ambas — n&o tenha alterado a atividade metabdlica do musculo, o estresse foi capaz
de aumentar essa atividade da regido muscular estudada neste experimento.

Apesar do aumento na capacidade oxidativa e atividade metabdlica no grupo
submetido apenas ao estresse revelar que o musculo estda mais ativo, o aumento
representado pelas fibras oxidativo-glicoliticas indicam que o musculo nao é
resistente a fadiga. O aumento significante da area relativa de fibras oxidativas nos
grupos GM e GME n&o representa um aumento na capacidade oxidativa causada
pela exodontia isolada ou associada ao estresse, visto que esse tipo de fibra
representa menos que 9% do musculo. No entanto, o aumento significante da area
relativa de fibras oxidativo-glicoliticas e a tendéncia a diminuigdo da area relativa das
fibras oxidativas e glicoliticas revela que o estresse isolado altera a capacidade

oxidativa do musculo.

Houve uma tendéncia a diminuigdo de ROS nos animais do grupo GM. ROS
sdo geradas em presenca de O, por mitocOndrias, células fagocitarias,
peroxissomos e citocromo P450 em condicdes fisiolégicas (WOJCIK, BURZYNSKA-
PEDZIWIATR e WOZNIAK, 2010), participando das cascatas de transdugao de sinal
da célula, ativando fatores de transcricdo responsaveis pela expressao dos genes
relevantes para o crescimento e diferenciagdo celular (MELO et al., 2011); podem
também ocasionar dano oxidativo ao DNA celular resultando no desenvolvimento de
numerosas doencas (MILAEVA, 2011). Segundo Ghaly e Marsh (2010) niveis
elevados de ROS no m. tibial anterior de ratos submetidos a isquemia por
clampagem da artéria femoral estdo diretamente ligados a processos inflamatérios
exacerbados, prejudicando o processo de reparagao e cicatrizagdo muscular. Talbert
et al. (2013) associaram a atrofia dos mm. soleo e plantar de ratos ao aumento na
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liberacdo de agentes oxidantes pelas mitocondrias, em musculos inativos por
imobilizagdo. Apesar da tendéncia a diminuicdo de ROS causada pela inatividade
muscular apds 23 dias da exodontia, é possivel que um protocolo com periodos
mais longos ou analise de regides diferentes do musculo masseter contribuam com
outros resultados para uma melhor compreensado do efeito da maloclusédo na
etiopatogenia de DTM e dores miofaciais.

Na porgcao anterior musculo masseter profundo houve uma tendéncia ao
aumento na liberacdo de ROS nos animais de GE. Ali e Sultana (2012) relataram
que o estresse por contencdo induz a deplecdo do mecanismo antioxidante,
evidenciado pela diminuigdo acentuada dos niveis de glutationa, agindo assim como
potencializador no aumento da carga oxidativa. Li et al. (2011) verificaram que o
estresse induzido por meio de choques elétricos nas patas e estresse psicoldgico
observacional resulta em danos oxidativos e alteragdo na regulagdo de proteinas
antioxidantes no musculo masseter de ratos. Miyake et al. (2005) observaram que o
estresse agudo por contencéo e alteragdo oclusal aumentaram a liberagdo de ROS
no encéfalo de ratos, entretanto o aumento na mordida e os movimentos de
apertamento e mastigacdo desencadearam um efeito supressor nos sinais de
espécies reativas de oxigénio no hipotalamo dos animais. Devemos salientar que
exercicios exaustivos ocasionam a diminui¢do de agentes antioxidantes, aumento de
reagentes oxidantes livres e aumento da peroxidagao lipidica, com consequente
deterioragdo de acidos graxos poli-insaturados de membrana, como observaram
Thirumalai et al. (2011) no musculo gastrocnémio de ratos submetidos a longos
periodos de nado forgado e Liu et al. (2013)/ Musumeci et al. (2013) no musculo
quadriceps de camundongos e ratos, respectivamente, submetidos & corrida. E
possivel que um tempo maior de exposicdo em relagdo ao protocolo deste
experimento aumentasse o estresse oxidativo do musculo de maneira significante,
visto que um efeito potencializador do estresse cronico repetido foi notado pela
tendéncia ao no aumento da carga oxidativa no musculo analisado crénico repetido
analisado.

A associagdo das duas variaveis nao alterou quantidades de superdxido no
musculo. Apesar de a literatura revelar que tanto a inatividade quanto a
hiperatividade aumentam o nivel de ROS no tecido, neste modelo experimental
apenas o fator estresse exibiu uma ligeira tendéncia ao aumento na

producéo/liberagdo desses reagentes. Mais estudos com protocolos de periodos
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mais longos sao necessarios para contribuir na compreenséo da etiopatogenia de

dor miofacial e DTM, visto que o estresse revelou tendéncia ao aumento de ROS.
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Conclusao
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7. CONCLUSAO

7.1. O estresse cronico repetido foi responsavel por um menor ganho de peso
nos animais deste experimento, entretanto a maloclusdo n&o interferiu no

peso;

7.2. No feixe superficial do musculo masseter, a exodontia e o estresse cronico
repetido, isolados ou associados:

e né&o alteraram os niveis de atividade gelatinolitica das metaloproteinases;

e nao promoveram infiltracdo de polimorfonucleares revelados por meio da
MPO,;

7.3. No feixe profundo anterior do musculo masseter, a exodontia e o estresse
cronico repetido, isolados ou associados:

e alteraram em determinadas regides as caracteristicas histolégicas das fibras
reveladas por hematoxilina-eosina;

e alteraram a ultraestrutura das mitocéndrias e do reticulo sarcoplasmatico das
fibras demonstrado por meio da microscopia eletrénica de transmissao;

e a exodontia isolada induziu uma tendéncia ao aumento da densidade de
capilares marcados com a laminina, enquanto os estresses isolado ou
associado a exodontia induziram uma tendéncia a diminuic¢ao;

e 0 lumen dos capilares marcados com CD31 mostraram mais contraidos pela
exodontia isolada, e mais dilatados nos animais submetidos ao estresse
cronico isolado ou associado a exodontia.

e 0 estresse cronico isolado tendeu ao aumento nos niveis de espécies reativas
de oxigénios no musculo, mas a diferenga so foi significante quando o grupo

estresse foi comparado com o grupo submetido a exodontia.

7.4. No feixe profundo (porcdo médio posterior) do musculo masseter as reagdes

de histoquimica revelaram que:
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e 0 estresse crénico isolado aumentou a atividade metabdlica do musculo, mas
a exodontia isolada ou associada ao estresse nido foram capazes de alterar
essa atividade;

e O estresse isolado aumentou a area relativa de fibras oxidativa glicoliticas; a
exodontia isolada ou associada ao estresse aumentou a area relativa de
fibras oxidativas, no entanto, a representatividade dessas fibras € muito

pequena em relagdo aos demais tipos.

Podemos concluir que a exodontia e sua associacdo ao estresse foram
responsaveis por discretas alteragées morfofisiolégicas no musculo masseter de
ratos, contudo o estresse cronico repetido causou modificagbes histoldgicas,
ultraestruturais, hemodinamicas, metabdlicas e oxidativas significantes e tenderam
ao aumento dos niveis de ROS no feixe profundo do musculo masseter, sendo
responsavel também pela alteragdo no peso dos animais. As alteragdes histologicas
associadas as modificagbes ultraestruturais de mitocéndrias e do reticulo
sarcoplasmatico, restritas a determinadas regides do musculo, contribuem na
compreensao dos mecanismos de desenvolvimento dos chamados pontos-gatilhol.
No entanto, mais estudos sdo necessarios na tentativa de compreender os efeitos
da exodontia associado ao estresse por meio desta metodologia, na tentativa de
contribuir na compreenséo dos fatores etiopatogénicos da dor miofacial e DTM.
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