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RESUMO 

Introdução: A acupuntura é uma prática terapêutica milenar que previne e trata inúmeras 

doenças, baseando-se na teoria da existência de padrões de energia que fluem através do 

corpo, repondo o equilíbrio deste.(1-4) Tem sido sugerida uma etiologia central para o 

bruxismo, levando a uma mudança conceitual de etiologia periférica para regulação central. 

(5-10) Acredita-se que o consumo crónico de anfetaminas produz bruxismo reforçando assim a 

hipótese da etiologia central. (11) 

Materiais e métodos: Foram utilizados 20 ratos Wistar, machos com 9 semanas de idade, 

divididos em 2 grupos. O grupo I foi submetido a um protocolo de indução de stresse e 

injeção de anfetamina e o grupo II foi submetido a um protocolo de indução de stress, 

injeção de anfetamina e tratamento com acupuntura. Foi avaliada a taxa de atrição incisal, 

as variações das concentrações séricas da creatina-cinase e do cortisol em 3 fases do 

estudo (dia 1, 7 e 14) e o comportamento mastigatório não funcional. 

Resultados: A acupuntura potenciou um aumento significativo da atrição (grupo I 

7.24±0.41mm e grupo II 7.84±0.62mm). Em ambos os grupos houve uma diminuição do 

peso entre o dia 0 e o dia 14, sendo esta significativa para o grupo I (p=0,03; teste de 

Kruskal Wallis) e ainda mais significativa para o grupo II (p=0,001; teste de Kruskal Wallis). 

Em relação ao peso dos órgãos não há diferenças estatisticamente significativas entre os 

grupos. Em relação ao comportamento, verificaram-se picos esporádicos, principalmente no 

grupo II, nos dias 6, 9 e 11. Relativamente à concentração sérica da creatina-cinase não 

houve diferenças estatisticamente significativas entre os 2 grupos. Os valores do cortisol 

aumentaram de forma não significativa no grupo I (p=0,078; teste Anova de Friedman) e no 

grupo II um pico inesperado e estatisticamente significativo na G4_Análise 2 (p=0.000; 

Anova de Friedman), para diminuir depois para um valor muito semelhante ao inicial na 

terceira análise (1.132 µg/dL). 

Conclusões: Ao contrário do que se esperava neste estudo, a acupuntura não diminuiu a 

atrição incisal, levou a uma perda de peso significativa, aumentou o nível de cortisol na 

análise intermédia para o diminuir na terceira análise (assim como os MMNF) e não trouxe 

alterações significativas relativamente à CK. Sugere-se que a manipulação por tratamento 

de acupuntura poderá, por si só, ser um agente stressante, poderá necessitar de tempo para 

atuar ou ainda que os animais, em função do tempo, se habituam a este fator, diminuindo a 

intensidade de resposta.  

Palavras-chave: Acupuntura, anfetaminas, bruxismo, stresse, atrição, cortisol, creatina-

cinase
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INTRODUÇÃO 

 A acupuntura é uma prática terapêutica da Medicina Tradicional Chinesa com mais 

de 2500 anos que visa a prevenção ou o tratamento de inúmeras doenças.(1, 2) Esta prática 

envolve a inserção de finas agulhas em várias partes do corpo com intenção curativa(12), 

baseando-se na premissa de que existem padrões de energia ("Qi") que fluem através 

deste. As interrupções destes fluxos de energia e o consequente aparecimento de doenças, 

pode ser corrigido através da acupuntura.(3, 4) Segundo A Academia de Medicina Tradicional 

Chinesa 1975, existem 361 pontos, na sua maioria dispostos em "meridianos", sendo que 

cada um recebe o nome de um órgão do corpo.(13) Os mecanismos que explicam a ação da 

acupunctura envolvem o SNC, os músculos e ainda alguns efeitos locais. Os diferentes 

mecanismos requerem variações nas técnicas de tratamento, sendo direcionadas de acordo 

com cada indivíduo.(13) No momento da inserção da agulha, há um aumento no sangue e no 

cérebro dos níveis de β-endorfina, endomorfina, encefalina, serotonina e dopamina.(1) Para 

além disso, há também uma libertação de imuno-moduladores que realçam o processo 

lipolítico e têm um impacto sobre a libertação de adrenalina e de noradrenalina.(9) Aquando 

da introdução da agulha, podem ocorrer efeitos locais, analgesia segmentária, analgesia 

extra-segmentária e efeitos reguladores centrais.(13) 

 Vários estudos realizados em humanos(14-18) e roedores(19, 20) comprovam que a 

acupuntura tradicional é eficaz no tratamento do stresse, quando esta é realizada nos 

pontos de acupuntura certos e de forma correta. 

O termo bruxismo deriva da palavra grega Brychein, que significa pressionamento, 

fricção ou atrito entre os dentes.(21) O termo 'la bruxomanie" foi introduzido pela primeira vez 

por Marie Pietkiewicz em 1907.(22, 23) Este último foi adotado como "bruxismo" para 

descrever o apertar ou ranger de dentes que ocorre sem um propósito funcional.(23) O 

bruxismo pode ocorrer durante a vigília ou durante o sono.(23) Tanto o bruxismo diurno, como 

o noturno, é considerado um hábito parafuncional caracterizado por atividades como 

clenching (pressionamento inter-arcadas), gnashing ou grinding (raspar e ranger dentário). 

Pode ser de caráter rítmico ou espasmódico,(23, 24) exercido de forma involuntária e 

inconsciente.(23-33) Apesar da fisiopatologia do bruxismo ser uma questão complexa e 

controversa,(5, 6) sabe-se que este é considerado como tendo etiologia multifatorial.(5, 7, 23, 25, 

26, 34-40) Têm sido sugeridos fatores etiológicos com origem local, sistémica, psicológica, 

ocupacional, hereditária, idiopática ou fatores relacionados com distúrbios do sono e 

parassónias.(5, 6, 37, 38, 41-51) Contudo, as interferências oclusais e o stresse emocional têm sido 

classicamente implicados como principais fatores etiológicos.(33, 46, 52-54) A maioria dos 

autores têm sugerido uma etiologia central para o bruxismo, sugerindo uma mudança 
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conceitual de periférica (isto é, oclusal) para regulação central (ou seja, stress, 

personalidade, emoção).(5-10) Os estudos realizados durante a última década têm focado a 

sua investigação na análise de fatores relativos ao sistema nervoso central, demonstrando 

que os fatores centrais desempenham um importante papel no desenvolvimento do 

bruxismo.(5, 24, 25, 34, 36) No entanto, não é de descartar a hipótese que este possa ser 

influenciado por fatores periféricos.(34, 36) 

O sistema nervoso dopaminérgico tem sido envolvido e proposto para explicar a 

etiopatogenia do bruxismo.(46, 55-58) Esta relação foi confirmada por estudos com diversos 

fármacos (como a L-dopa, bromocriptina e o propanolol). (24, 37)  Foi demonstrado que a 

administração de apomorfina em ratos, agonista dos recetores dopaminérgicos, provoca 

uma estimulação repetida do sistema dopaminérgico que por sua vez induz o aumento da 

atividade mastigatória não funcional, predominantemente na transição entre o sono e a 

vigília. Pensa-se que o sistema nervoso central está, desta forma, relacionado com o início, 

aceleração e controlo do bruxismo, contudo a sua influência ainda não está completamente 

compreendida.(24, 37) 

 Em 1965, Aschcroft realçou a importância para os movimentos não funcionais 

repetidos, derivado da administração de anfetaminas (também designadas ATS).(59-63) Com 

efeito, o uso destas substâncias aumenta a atividade locomotora, os movimentos 

estereotipados (incluindo bruxismo), podendo este efeito ser reforçado através da 

administração repetida desta droga que acontece em cenários de abuso e dependência.(61) 

 O presente estudo experimental foi realizado com o objetivo de avaliar a gravidade 

dos movimentos mastigatórios não funcionais (MMNF), provocados pelo protocolo de 

indução de stresse e anfetaminas, e pelo tratamento com acupuntura, através da avaliação 

dos seguintes parâmetros: atrição incisal; concentração sérica da creatina-cinase e cortisol; 

peso corporal, das glândulas supra-renais, do timo e do baço e avaliação do comportamento 

MMNF. 
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MATERAIS E MÉTODOS 

O presente trabalho experimental foi desenvolvido com base numa amostra 

constituída por 20 ratos Wistar machos, adultos, com 9 semanas de idade aquando o início 

do estudo, com pesos compreendidos entre 276g e 330g. A quarentena, seleção, 

manutenção, garantia de bem-estar e avaliação das condições gerais de saúde dos animais 

foram efetuadas por técnicos qualificados do Biotério da Faculdade de Medicina da 

Universidade de Coimbra (FMUC), respeitando o protocolo aprovado na instituição e de 

acordo com a legislação em vigor nomeadamente a autorização da Comissão Consultiva do 

Bem Estar Animal e de Proteção dos Animais utilizados para Fins Experimentais e/ou outros 

Científicos, da Direção Geral de Veterinária. Os animais foram aleatoriamente colocados 

dois a dois em gaiolas metálicas, adequadas à sua espécie, com espaço suficiente para se 

movimentarem, com ração seca e água ad libitum. Foram mantidos em condições 

padronizadas de climatização do biotério (temperatura de 22ºC, 60-65% de humidade e 

renovação de ar) e de luminosidade (12h de luz e 12h de escuro).  

Os 20 ratos Wistar foram divididos aleatoriamente em 2 grupos experimentais, cada 

um dos grupos constituído por 10 ratos:  

Grupo I (GI) - Grupo com protocolo de indução de stress e injeção diária de 

anfetamina. Os animais foram submetidos a uma injeção diária de d-anfetamina durante 14 

dias, por via intraperitoneal, segundo um protocolo de habituação com doses crescentes. 

Grupo II (GII) – Grupo com indução e tratamento (Injeção de anfetamina + 

Acupuntura três vezes/ semana) 

 

 

 

 

 

Diagrama 1- Esquema do desenho experimental. 

 Em ambos os grupos experimentais, a pesagem dos animais foi realizada 

diariamente com o auxílio de uma balança digital, coincidindo a última pesagem com a hora 

do sacrifício.  
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Com o intuito de avaliar a atrição incisal efetuou-se uma marca dentária nos incisivos 

centrais inferiores de todos os ratos. Os ratos dos dois grupos experimentais foram 

anestesiados com uma combinação anestésica de cloridrato de cetamina 50 mg/ml 

(Ketalar®, Pfizer) e cloropromazina 25mg/ml (Largatil IV, Laboratórios Vitória) por via 

intraperitoneal. As marcas foram realizadas na superfície vestibular dos incisivos inferiores, 

junto à zona cervical do dente, com um disco montado em peça de mão a baixa velocidade 

e com irrigação adequada. Estas foram efetuadas 24 horas antes da exposição aos agentes 

stressores e/ou início da injeção de anfetaminas.(33) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Imagem 1 - Marcas dentárias. 

 

No dia em que as marcas foram efetuadas (dia 0), mediram-se as distâncias entre 

estas e o bordo incisal dos incisivos centrais (X1), com o auxílio de uma craveira digital. No 

sétimo dia experimental, como as primeiras marcas estavam já muito próximas do bordo 

incisal, efetuaram-se novas marcas junto à zona cervical e a medição da distância entre a 

primeira e a 2ª marca (X2). No último dia mediu-se a distância entre a segunda marca até ao 

bordo incisal (X3). O grau de atrição incisal foi obtido através da soma das subtrações das 

medidas iniciais pelas medidas finais.  
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Imagem 2- Esquema da medição da atrição incisal. 

 

 As anfetaminas foram administradas por via intraperitoneal, diariamente, entre as 9 e 

as 11:30 horas.(33) Previamente a cada injeção, os ratos foram ambientados ao local onde a 

experiência decorreu, durante cerca de 15 minutos.(33) As injeções seguiram um protocolo de 

habituação com doses sucessivamente crescentes (desde 1,6mg/kg até 12mg/kg) durante 

14 dias. A anfetamina foi administrada diariamente de acordo com o peso que foi reavaliado 

diariamente. Imediatamente após as injeções os ratos foram submetidos ao protocolo de 

stresse. 

 

Agentes Stressores 

 Segundo alguns autores, a repetição da exposição dos animais ao mesmo tipo de 

agente stressante evoca a diminuição da resposta adrenal de sessão para sessão(64-69) 

Assim, tendo em conta que os ratos apresentam uma capacidade de adaptação fisiológica 

ao stresse induzido repetidamente pelo mesmo agente,(66) foram expostos a um conjunto 

variável de agentes stressores.(33, 64) Selecionaram-se 5 agentes stressores: 3 protocolos de 

ruídos (ruídos urbanos, ruídos de espécies predadoras e uma mistura de ambos), stresse 

por aglomeração e stresse por vibração corporal, os quais foram aplicados de forma 

intercalada, em função dos dias de experimentação (14 dias). Os diversos protocolos de 

stresse foram executados diariamente entre as 9 e 11:30 horas,(33, 64) logo após as injeções 

intraperitoniais, com a duração de 10 minutos, com a exceção da aglomeração, que durou 

12 horas.  



Avaliação do Efeito da Acupuntura num Modelo Experimental de MMNF Métodos 

 

10 Bruna Sofia dos Santos Rebelo Gomes 

 

 

Tratamento com Acupuntura 

 A acupuntura foi realizada no GII três vezes por semana, com a duração de 10 

minutos para cada animal, antes da injeção de anfetamina. Os pontos utilizados foram o 

sete do coração (07 Co) e o seis do pericárdio (06 Pe). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Imagem 3 - Pontos de acupuntura utilizados. 

 

Colheitas Sanguíneas 

Foram efetuadas 3 colheitas sanguíneas a cada grupo experimental nos dias 1, 7 e 

14 da experiência, entre as 9 e as 11:30 horas, a fim de avaliar as variações das 

concentrações séricas do cortisol e da creatina-cinase (CK). As colheitas foram efetuadas 

por punção da veia da cauda do rato e colhidas, posteriormente, para um tubo tipo 

“eppendorf” não heparinizado. Foram colhidas amostras de cerca de 0,4ml de sangue, o 

qual foi mantido à temperatura ambiente durante cerca de 20 minutos permitindo a sua 

coagulação. O sangue foi posteriormente centrifugado, para a obtenção do soro. O 

procedimento experimental foi realizado por técnicos qualificados do Laboratório de Análises 

Clínicas AVELAB (Forca, Aveiro), sob a direção técnica do Dr. António Neves. 
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Imagem 4 - Amostras sanguíneas em tubos tipo "Ependorf". 

Determinação da Gravidade da Atividade Mastigatória Não Funcional 

Após a indução de stress, os ratos foram filmados de modo a efetuar a observação 

comportamental, para avaliar a gravidade dos MMNF. As filmagens decorreram dentro das 

gaiolas de alojamento, transparentes, num local ao qual os ratos já estavam 

habituados/previamente ambientados. Os comportamentos foram registados durante 60 

segundos a cada 5 minutos durante um período de 50 minutos depois da injeção de 

anfetaminas e acupuntura. A intensidade dos movimentos mastigatórios não funcionais foi 

classificada/avaliada segundo uma escala de comportamentos orais adaptada dos estudos 

de Gomez(33) e Ernst(56). Os comportamentos orais relacionados com os movimentos 

mastigatórios não funcionais, tais como morder (“biting”), bater (“chattering”), ranger 

(“gnashing”) e raspar  (“scraping”) os dentes nos blocos de mordida e/ou também na caixa, 

foram medidos e classificados numa escala de severidade de cinco pontos (tabela I). (33, 56, 70) 

Os registos do comportamento foram sempre efetuados pelo mesmo observador, o qual 

desconhecia o grupo experimental em causa. Obteve-se um resultado diário para o 

comportamento de cada animal baseado na soma dos resultados de cada período de 

observação (10 períodos de observação). (33, 56) 

 

 

 

 

 

 

Imagem 5 -Blocos de mordida de madeira mole. 
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Tabela I - Escala de Classificação dos MMNF 

 

 

Valor base limiar para 

ausência de MMNF 
Valor de 1 

Gnawing/biting 
Gnawing/biting do bloco de madeira ou gaiola de forma persistente 

durante pelo menos 5 segundos 

Bruxismo 

Experimental 

Movimentos audíveis como morder(“biting”), bater (“Chattering”), ranger 

(“gnashing”) e raspar (“scraping”) os dentes nos blocos de madeira ou 

gaiola de forma persistente durante pelo menos 5 segundos 

Pontos de Gravidade  

0 

Ausência 

 Os ratos em repouso,  não mostram movimentos de mordedura 

 ausência de Gnawing/biting ou bruxismo experimental 

 

1 

Passear, lamber, 

grades 

 Os ratos passeiam pela gaiola, farejando as grades, ocasionalmente 

lambendo os fios e colocando o nariz nas grades da gaiola 

 ausência de Gnawing/biting ou bruxismo experimental 

 

2 

5 a 10 segundos 

 Os ratos movimentam-se pela gaiola, mordendo ocasionalmente e 

mastigando os fios  

 comportamento de freezing induzido pelo protocolo de stress 

 movimentos ligeiros de Gnawing/biting ou bruxismo experimental 

(períodos de 5 a 10segds) 

 

3 

11 a 20 segds 

 os ratos restringem a sua locomoção a pequenas áreas da gaiola; 

mordem intensamente o fundo, ou apresentam esteriotipias 

relacionadas com a anfetamina  

 movimentos moderados de gnawing/biting ou bruxismo experimental 

(períodos de 11 a 20 segundos) 

 

4 

21 a 30segds 

 

 Os ratos mantêm-se no mesmo local enquanto compulsivamente 

por longos períodos, mastigam e apertam com força os dentes à 

volta dos fios , por vezes com pequenas interrupções 

 movimentos persistentes e intensos de gnawing/biting ou bruxismo 

experimental (períodos de 21 a 30 segundos) 
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Eutanásia, Necrópsia dos Animais e Colheita do Material Biológico 

Todos os animais, que chegaram ao fim da experiência, foram eutanasiados e 

necropsiados, segundo as normas em vigor. A eutanásia foi realizada por overdose com 

associação de cetamina 50 mg/ml (Ketalar®, Pfizer) e cloropromazina 25mg/ml (Largatil IV, 

Laboratórios Vitória) seguida de deslocamento cervical e exsanguinação, por punção 

intracardíaca. Efetuou-se um registo pormenorizado da informação referente à observação 

macroscópica do hábito externo e do hábito interno. Foram colhidos, pesados e medidos os 

principais órgãos. Enquanto alguns fragmentos dos órgãos e músculos colhidos foram 

processados para estudos histológicos, segundo um protocolo próprio em utilização no 

Instituto de Patologia Experimental, outros fragmentos foram selecionados para congelação 

rápida em azoto líquido e posterior conservação a -70ºC.  

Os cadáveres e os resíduos procedentes da eutanásia foram posteriormente 

incinerados, de acordo com a legislação em vigor.  
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RESULTADOS 

 

3.1- Tratamento estatístico 

A análise dos dados foi realizada em ambiente Windows® 7, com recurso ao 

programa de tratamento estatístico de dados SPSS Statistics versão 19.0 (SPSS Co., 

Chicago, Illinois).  

Para verificar o pressuposto da normalidade foi utilizado o teste Shapiro-Wilk que é 

uma alternativa ao teste Kolmogorov-Smirnov, sempre que a dimensão da amostra é menor 

ou igual a 50. Para testar a homogeneidade das variâncias aplicou-se o teste de Levene. 

Para ambos os testes um valor de p menor que 0,05 foi considerado estatisticamente 

significativo, de acordo com o intervalo de confiança de 95% previamente estabelecido. No 

caso das variáveis que cumpriam os pressupostos de normalidade e homogeneidade das 

variâncias aplicou-se o teste de teste de hipótese de diferenças de médias (ANOVA) sendo 

este um teste paramétrico. No caso das variáveis que não cumpriam na integridade os 

pressupostos de normalidade e homogeneidade das variâncias aplicou-se o teste de 

Kruskal-Wallis, alternativa não paramétrica a ANOVA, para um nível de significância de 

0,05. 

Para calcular quaisquer diferenças estatisticamente significativas entre os pesos 

corporais totais inicial e final dos grupos usou-se o teste de Kruskal-Wallis. Posteriormente 

utilizou-se o teste LSD de Fisher para calcular as diferenças estatisticamente significativas 

entre os pesos dos diferentes grupos para os mesmos dias de estudo. 

Relativamente ao estudo estatístico do Cortisol e da CK, o teste Anova de Friedman 

foi utilizado para comparar as análises do CK e Cortisol ao longo dos 3 tempos medidos 

intra-grupo. Para avaliar amostras emparelhadas com mais do que duas repetições (neste 

caso 3 repetições), o teste Anova de Friedman (p<0.05) é um dos testes de uso mais 

frequente. Para as comparações entre grupos, na mesma análise, utilizou-se o teste LSD de 

Fisher.  

Para avaliar as diferenças de variação dos valores de peso do timo, baço e supra-

renais, e dos valores da atrição em função dos grupos usou-se também o teste LSD. 

O teste de Wilcoxon foi usado para avaliar a variação dos comportamentos MNF ao 

longo dos 14 dias da experiência para o mesmo grupo, enquanto que as diferenças entre 

grupos para os mesmos dias da experiência foram avaliados pelo teste LSD. 



Avaliação do Efeito da Acupuntura num Modelo Experimental de MMNF Resultados 

 

15 Bruna Sofia dos Santos Rebelo Gomes 

 

Os dados resultantes foram depois importados para ambiente EXCEL (Microsoft 

Office 2000®) e efetuados gráficos representativos dos parâmetros avaliados. Os resultados 

estão apresentados por médias ± E.P.M. (erro padrão na média) 

 

3.2 - Análise dos Resultados 

  

 3.2.1 - Observação Geral dos Animais 

 Os animais utilizados neste estudo apresentaram uma adequada recuperação aos 

procedimentos de elaboração das marcas dentárias e sobreviveram saudáveis durante todo 

o período experimental, exceto um animal do grupo II que morreu após uma injeção de 

anfetamina. Presumiu-se que este não sobreviveu por mau procedimento técnico decorrente 

da injeção de anfetamina. Esta infiltração terá sido realizada mais profundamente do que o 

devido, lesionando algum órgão interno e provocando a morte do animal. 

 Nos animais que sobreviveram não foram detetadas quaisquer complicações pós-

operatórias, sistémicas ou locais, decorrentes dos procedimentos efetuados. 

  

 3.2.2 - Variação do Peso Corporal 

 As variações de peso dos animais durante o período do estudo estão representadas 

no gráfico 1. Nos dois grupos experimentais, a pesagem dos animais foi realizada 

diariamente, coincidindo a última pesagem com a hora do sacrifício. 

Gráfico 1 - Variação do peso dos animais ao longo do programa experimental. 
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 Em ambos os grupos observou-se uma queda de peso após a manipulação 

experimental, sendo que o peso no dia 2 foi, em média, menor do que o peso inicial para 

quase todos os ratos do estudo. Os ratos do grupo I perdem em média 9,16g±4,8g, 

enquanto que o grupo II foi o que mais peso perdeu até ao dia 2: 28,87g±7,73g, 

observando-se uma diminuição geral do peso destes animais até ao último dia de 

experimentação. A variação de peso no sentido negativo (perda de peso), é significativa 

para o grupo I (-21.28±16.43g) em que t(9)=4,094; p=0,03 (teste de Kruskal Wallis), mas 

ainda mais significativa (-49.37±29.83g) para o grupo II t(8)=4,96; p=0,001 (teste de Kruskal 

Wallis). 

 

 3.2.4- Variação do Peso do Timo, Baço e Supra-renais 

 No gráfico 2 e 3, encontram-se demonstradas as variações do peso dos órgãos timo, 

baço e supra-renais. 

Gráfico 2 – Variação dos valores da Razão de peso do timo/ peso total e do baço/ peso total 

em função dos grupos. 

No início da experiência (dia 0), existiam pesos totais estatisticamente diferentes 

(p<0.05; Teste LSD). Este dado poderá eventualmente corresponder a um viés do nosso 

estudo na medida em que os ratos deveriam apresentar no dia 0, pesos iniciais não 

estatisticamente diferentes. No entanto esta diferença de peso é-nos alheia na medida em 

que os ratos foram distribuídos aleatoriamente pelos 3 grupos e foram solicitados ao 

fornecedor sempre com a mesma idade. Tendo em conta este dado, a nossa análise 

estatística do peso dos órgãos baseou-se na razão entre o peso dos órgãos e a massa dos 

animais no sentido de normalizar e tornar comparáveis estes valores. 
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Relativamente à razão Peso do Timo/Peso Total podemos verificar que o Grupo I 

apresenta um valor mais baixo (0,00142±0.000133g) relativamente ao grupo II 

(0,00154±0.00019g). Não existem diferenças estatisticamente significativas entre os dois 

grupos (p>0.05, teste LSD). 

Relativamente à razão Peso do Baço/Peso Total podemos verificar que o Grupo I 

apresenta o valor de 0,00231±0.00018g e o grupo II um valor ligeiramente mais baixo 

0.00239±0.0001g.. Não existem diferenças estatisticamente significativas entre os dois 

grupos (p>0.05, teste LSD).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 3 – Variação dos valores da Razão de peso das supra-renais/ peso total em função 

dos grupos. 

Relativamente à razão Peso das Supra-renais/Peso Totalx1000 podemos verificar 

que, neste caso o Grupo I apresenta o valor um valor mais baixo (0,157± 0,014g), 

relativamente ao Grupo II (0,19152± 0,02g). Não existem diferenças estatisticamente 

significativas entre os dois grupos (p>0.05, teste LSD)  

 

3.2.3 - Variação da Concentração Sérica do Cortisol 

 Os resultados das colheitas sanguíneas e da análise do cortisol estão representados 

no gráfico 4. Estes estão expressos em micro gramas por decilitro de soro (µg/dL). 
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Gráfico 4 - Variação da concentração média do Cortisol, em função dos dias. 

 No dia 1, observa-se que os valores do cortisol são mais elevados para o grupo II 

(1.142 µg/dl) menores o grupo I (1.087 µg/dL). Estas diferenças não são estatisticamente 

significativas para G1_Dia 1 ↔G2_Dia 1 (p=0.886; teste LSD). 

 Após a primeira semana de indução de stresse, obtivemos, como esperado, um 

aumento dos valores de cortisol no soro dos animais de ambos ao grupos. Um pico 

inesperado e estatisticamente significativo surgiu entre G2_Dia 2 e G2_Dia 1 (p=0.000; 

Anova de Friedman), para diminuir depois para um valor muito semelhante ao inicial na 

terceira análise (1.132 µg/dL). Esta diminuição na terceira análise torna a variação G2_Dia 

1↔G2_Dia 3 não estatisticamente significativa (p=0.278; teste Anova de Friedman), à 

semelhança do que aconteceu no GI (p=0,078; teste Anova de Friedman), em que a 

alteração que ocorreu ao longo das 3 medições do cortisol não foi estatisticamente 

significativa. 

 

 3.2.3- Variação da concentração sérica da creatina-cinase 

Os resultados das colheitas sanguíneas e da análise da enzima creatinina-cinase 

estão demonstrados no gráfico 5. Os resultados estão expressos em unidades de enzima 

por litro de soro (U/L). 
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Gráfico 5 – Variação da concentração sérica dos valores da CK em função dos dias. 

É notório a partir da primeira análise um aumento dos valores de CK, quer no grupo 

I, quer no grupo II. No entanto, apesar do aumento considerável, não houve diferenças 

estatisticamente significativas entre os dois grupos nos três períodos testados (p›0,05, teste 

LSD). 

Curiosamente, à semelhança do que aconteceu com os valores do cortisol embora 

aqui com uma diferença menor, ocorreu na Análise 2 um pequeno pico no valor da CK do 

grupo II (2837,28 U/L) com um valor ligeiramente superior ao grupo I (2705,29U/L), para 

depois se inverter novamente na Análise 3 em que o grupo I= 3416,90 U/L e o grupo II é 

ligeiramente inferior (3291,17 U/L). 

 

 3.2.5- Avaliação da atrição dentária 

Os resultados da medição da atrição incisal estão demonstrados no gráfico 6. Os 

resultados estão expressos em milímetros (mm). A medição da atrição incisal foi efetuada 

com uma craveira digital nos dois incisivos inferiores dos ratos. Com os valores obtidos foi 

efetuada uma média de atrição por rato. 

O valor de atrição é mais elevado no grupo II (7.84±0.62mm), submetido a 

anfetaminas e acupuntura, do que no grupo I (7.24±0.41mm). Estas diferenças são 

estatisticamente significativas (p<0.009, teste de LSD). A diferença entre o grupo I e grupo II 

é de 0.6067mm±0,16mm.  
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Gráfico 6 – Variação dos valores de atrição em função dos grupos. 

 

3.2.6 - Avaliação do Comportamento MMNF 

No gráfico 7 é possível avaliar as alterações dos MMNF dos animais dos dois grupos 

experimentais ao longo do tempo. 

Gráfico 7 – Variação dos valores de MMNF segundo a escala utilizada em função dos grupos. 

Em função da escala utilizada podemos observar que os comportamentos MMNF 

apresentam esporadicamente picos, principalmente no grupo II nos dias 6, 9 e 11. 

Analisando os valores iniciais e finais (dia 1 e dia 13) para os grupos podemos 

verificar que a variação que ocorreu entre o valor inicial (dia 1) e o final (dia 13), 

corresponde a uma diferença estatisticamente significativa (p=0.02 para o grupo I e p=0.04 

para o grupo II; teste de Wilcoxon). 
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Ao longo do período experimental podemos constatar que os grupos I e II são 

diferentes entre si nos dias  5, 6, 8, 9, 12 e 13 em que p<0.05 (teste LSD). 

Curiosamente o grupo II submetido a acupuntura, apresenta dos dias 5 a 10 uma 

maior taxa de MMNF, o que vai de encontro aos valores aumentados de cortisol como foi 

visto anteriormente e poderá justificar uma maior atrição final exibida pelos animais deste 

grupo. 
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DISCUSSÃO 

 O presente estudo experimental está integrado num trabalho mais amplo sobre 

movimentos mastigatórios não funcionais, a decorrer no Instituto de Patologia Experimental 

da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra. Assim, este estudo aproveitou o 

modelo com animais e parte da metodologia empregues neste. 

Têm sido desenvolvidos numerosos estudos para compreender o stresse como fator 

causal de parafunções e DTM. (38) Tem-se procurado desenvolver protocolos experimentais 

com modelos animais que reproduzam situações semelhantes às que ocorrem em humanos 

em condições de stresse. Para isso têm sido utilizados modelos com roedores sob a 

influência de inúmeros agentes stressores.(33, 71, 72) Rosales, tentou simular um ambiente 

stressante, utilizando uma caixa de comunicação, de modo a induzir parafunções nos 

músculos mastigadores. Concluiu que os animais desenvolveram parafunções, após a 

indução de stresse, tais como o bruxismo.(73) Já Gomez e Areso realizaram experiências 

com ratos em caixas de comunicação, em que concluíram que a duração de indução e o tipo 

de agentes stressores poderiam estar relacionados com a capacidade do stresse induzir 

bruxismo.(5) 

A escolha dos três protocolos de ruídos (predadores, urbanos e mistos), neste 

trabalho, baseou-se na necessidade de induzir stresse físico e sociopsicológico 

(reproduzindo assim o ambiente presente em humanos) bem como na disponibilidade dos 

materiais e questões logísticas. Como comprovado em alguns estudos, houve necessidade 

de alternar os protocolos de stresse devido à capacidade de adaptação dos animais a um só 

tipo de agente stressante.(33, 74) 

 Este estudo experimental teve como objetivo contribuir para um melhor 

conhecimento da relação entre os efeitos provocados pelo protocolo de injeção de 

anfetamina, pelo protocolo de acupuntura e os MMNF. 

A necessidade de incluir apenas animais do sexo masculino pretende evitar 

influências hormonais no processo experimental. 

 

Peso Corporal 

O peso post mortem (em miligramas) da glândula supra-renal, do timo e do baço e a 

diminuição do peso corporal (em gramas) são indicadores úteis da gravidade do stresse 

percebido pelos animais. (31, 33, 72, 75, 76) 
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No dia 0, início da experiência, o GI (276,22±15,17g) apresentava peso inferior ao do 

GII (333,17±23,20g). Verificou-se uma diminuição de peso nos dois grupos, sendo mais 

notória no GII. Esta diminuição poder-se-á dever à mudança do meio em que os animais se 

encontravam, bem como à manipulação experimental realizada pela primeira vez (realização 

de marcas dentárias, stresse induzido,…). 

Até ao final da experiência, em ambos os grupos, observou-se uma queda de peso 

após a manipulação experimental. A variação de peso no sentido negativo (perda de peso), 

é significativa para o GI (-21.28±16.43g) em que t(9)=4,094; p=0,03 (teste de Kruskal 

Wallis), mas ainda mais significativa (-49.37±29.83g) para o GII t(8)=4,96; p=0,001 (teste de 

Kruskal Wallis). Isto pode dever-se ao facto de que a manipulação dos ratos para a 

elaboração do protocolo de acupuntura ser, por si só, um agente stressante, levando por 

isso a uma maior perda de peso corporal.  

Os ratos deveriam apresentar no dia 0, pesos iniciais não estatisticamente diferentes 

o que corresponde a um possível viés do nosso estudo. No entanto esta diferença de peso 

é-nos alheia na medida em que, os ratos foram distribuídos aleatoriamente pelos grupos e 

foram solicitados ao fornecedor sempre com a mesma idade. Tendo em conta este dado, a 

nossa análise estatística baseou-se na variação do peso corporal ao longo dos 14 dias e 

não na comparação entre grupos desse peso. 

Segundo Connell, a toxicidade de anfetaminas pode manifestar-se em perda de 

peso, devido ao estado agudo de ansiedade que as mesmas provocam.(77) Um estudo 

realizado por Sund, demonstra que, após a toma de anfetamina, houve uma perda de peso 

ou um não aumento do mesmo, durante o primeiro ano.(78) No estudo de Jones, chegou-se à 

conclusão de que a anfetamina reduz o peso corporal por alteração da taxa metabólica e 

metabolismo da gordura em ratos quando a droga é dada durante o dia. (79) 

A perda de peso relacionada com o stresse, foi demonstrada em dois estudos com o 

mesmo modelo experimental, onde foram induzidos agentes stressores. Nestes estudos, 

verificou-se que após a indução de stresse, não ocorreu aumento de peso estatisticamente 

significativo, ao contrário do que aconteceu no grupo sem qualquer manipulação 

experimental. Ou seja, a indução de stresse não permitiu o aumento de peso corporal.(80, 81) 

Já nos resultados obtidos no presente estudo, e comparando com os resultados dos estudos 

citados anteriormente, verifica-se que quando há indução, não só de stresse, mas também 

injeção de anfetamina (o que ocorre no GI), há uma perda de peso estatisticamente 

significativa. 
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Timo, Baço e Supra-renais 

 Na avaliação post-mortem do peso dos órgãos timo, baço e glândulas supra-renais 

verificou-se que os valores referentes ao grupo I eram inferiores aos do grupo II, para o timo 

e para as supra-renais e superior no que refere aos valores do baço. Contudo, nenhuma 

destas diferenças era estatisticamente significativa. Como já foi referido anteriormente, a 

este fato não poderá ser alheio uma diferença de base no peso total dos animais, embora o 

peso do baço não se enquadre neste padrão. 

 Tanto a perda de peso total como a dos órgãos individuais podem estar relacionadas 

com a indução de stresse.  Na literatura, os resultados obtidos em diversos estudos 

relativamente à relação entre o peso do baço, timo e supra-renais, peso corporal e o stresse 

induzido nem sempre estão de acordo. No entanto, é possível afirmar que o peso post-

mortem das glândulas supra-renais representa um indicador útil para avaliar a severidade do 

stresse crónico.(75) Segundo o estudo de Sato, o peso do baço e do timo foi 

significativamente mais baixo com significância estatística em ratos sujeitos a stresse do que 

em ratos do grupo de controlo.(46) De facto, neste estudo, o peso do timo do GI é mais baixo, 

ou seja, há uma maior perceção de stresse, mas não é estatisticamente significativo. 

Contudo, quando comparado com outros estudos utilizando o mesmo modelo experimental, 

as diferenças nos diferentes pesos são estatisticamente significativas.(80, 81) Ishikawa e 

Rosales, nos seus estudos, não observaram alterações no peso destes órgãos nem no peso 

corporal total.(64) A razão de não existirem diferenças significativas entre os restantes grupos 

pode dever-se ao facto do efeito do stresse emocional induzido não ter sido suficientemente 

forte para produzir uma diminuição de peso destes órgãos.(31, 82)  

 Relativamente ao baço, e comparando com o estudo de Gonçalves D.(80), para um 

mesmo modelo experimental, mas sem qualquer manipulação, a acupuntura  parece fazer 

efeito. Esse efeito poderá ser essencialmente atribuído à perda de peso geral que estes 

animais sofreram, mas também à sua maior perceção do stresse, como documenta o 

cortisol, os MMNF e até a própria atrição.  

 De facto, neste estudo, parece haver diferenças nos pesos, quando se combina o 

stresse com a anfetamina e a acupuntura, sendo que esta última não parece trazer 

alterações significativas na diminuição do stress, à exceção das supra-renais. Nestas 

últimas, o aumento poderá ser lógico, considerando o efeito ansiolítico da acupuntura, a 

diminuição do cortisol observada na análise 3 do grupo II bem como uma aparente 

diminuição dos comportamentos MMNF na fase final do estudo. 
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Cortisol 

Através do aumento da concentração sérica do cortisol, é possível avaliar a presença 

de stresse e a sua relação com o bruxismo. (33, 42, 83, 84) Também o consumo de ATS tem sido 

descrito como causador do aumento dos níveis de cortisol.(85) 

Para efetuar as medições do cortisol podem ser recolhidas amostras salivares ou 

serológicas.(85)  Nos estudos em ratos, a colheita salivar em quantidades suficientes, para 

permitir uma análise bioquímica, é tecnicamente mais difícil do que a colheita sanguínea(86). 

Por isso optou-se por recolher amostras sanguíneas de modo a determinar as variações na 

concentração de cortisol plasmático, após a indução de stresse e infiltração de d-

anfetamina. 

 As determinações dos níveis sanguíneos de cortisol apenas são válidas quando são 

relacionadas com o período do ritmo circadiano em que são efetuadas.(87) A recolha foi 

realizada após a indução do protocolo experimental, entre as 9:00 e as 11:30 horas, a fim de 

obter uma resposta padronizada das concentrações do cortisol. 

No decorrer do tempo experimental, foram efetuadas três medições da concentração 

sérica do cortisol de todos os grupos experimentais. 

Na análise 1, não há diferenças estatisticamente significativas entre o GI e o GII 

(p=0.886; teste LSD). Para o GI, verifica-se um aumento do cortisol ao longo das 3 análises, 

não sendo contudo esta variação estatisticamente significativa (p=0,078; teste Anova de 

Friedman). Um pico inesperado e estatisticamente significativo surgiu na análise 2 do GII. 

No entanto os níveis diminuíram, sendo que a variação G2_Dia 1↔G2_Dia 14 não é 

estatisticamente significativa (p=0.278; teste Anova de Friedman).  

Apesar das diferenças entre os valores iniciais e finais para ambos os grupos não 

serem estatisticamente significativas, estes valores são superiores quando comparados com 

o estudo de Gonçalves D., demonstrando o efeito da anfetamina no aumento do stresse.(80) 

Alguns estudos defendem que a anfetamina e o stresse, levam a um aumento 

significativo do cortisol.(86-88) Seria interessante fazer a avaliação de um grupo apenas com 

indução de anfetamina, para perceber se o aumento de cortisol se deve, de alguma forma, à 

ATS ou apenas ao stresse. Ishikawa, concluiu que após a aplicação de estímulos stressores 

em ratos, estes apresentavam um aumento dos níveis do cortisol.(64) Um outro estudo de 

Yong-Jin Chen e colaboradores comprovou que após a indução de stresse psicológico em 

ratos Wistar, os valores do cortisol eram marcadamente mais elevados comparativamente 

com os dos ratos do grupo de controlo.(89)  

 Um estudo de Huang, demonstrou que os níveis de cortisol salivar aumentam 

durante a manhã, em indivíduos tratados com acupuntura para o stresse crónico, admitindo 
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serem necessários mais estudos para sustentar tal fato.(90) Lee, estudou o efeito da 

acupuntura em humanos, sobre os níveis de cortisol no soro, em que as amostras 

sanguíneas foram retiradas antes do tratamento e 15 e 45 minutos depois da acupuntura. 

Observou que os níveis de cortisol aumentaram significativamente, havendo um aumento de 

28% aos 15 minutos e de 50% aos 45 minutos.(91) Estes dois estudos poderão justificar o 

aumento significativo do cortisol que ocorreu até ao dia 7, no GII. A diminuição após o dia 7, 

pode levar a duas questões: ou a acupuntura necessita de tempo para atuar, ou, e segundo 

o estudo de Sato, pode-se especular que os ratos realizem estratégias de coping (na quais 

poderemos incluir os MMNF avaliados também neste estudo), de forma a exteriorizar o 

stress,(73) levando assim a uma diminuição dos níveis de cortisol. Para além disso, se 

considerarmos que os ratos se habituam e diminuem a magnitude de resposta face à 

repetição do mesmo agente stressor, poderemos estar perante uma habituação do protocolo 

de acupuntura. 

 

Creatina-cinase 

A creatina-cinase é um biomarcador composto pelas isoformas MM, MB e BB, 

frequentemente utilizado para avaliar o grau de destruição no tecido muscular.(74, 92) 

Normalmente, lesões diretas no tecido muscular, levam ao aumento da CK no soro.(74, 93, 94) 

É possível detetar um aumento da atividade do músculo masseter em animais que 

apresentam bruxismo, tal como o indicado nos estudos de Landgren, Weiner e 

Sitthisomwong.(31) Este aumento da atividade muscular pode ser avaliado através do 

aumento da concentração sérica da CK. Os modelos com roedores foram considerados 

bons modelos de indução de alterações musculares, tendo em conta que a sua fisiologia e a 

adaptação está bem estudada.  

A atividade locomotora aumenta de forma significativa após administração de ATS 

por via intraperitoneal,(95) bem como a contração muscular.(63) 

 Neste estudo experimental, observa-se um aumento o significativo da análise 1 para 

a análise 3 nos dois grupos. É possível concluir que o stresse associado às anfetaminas 

causa diferenças significativas na CK ao longo das 3 análises (p‹0.05 teste LSD de Fisher). 

Alguns estudos, reforçam a ideia de que o uso de ATS leva à existência de espasmos 

musculares e rabdomiólise, levando a um aumento da concentração de CK.(96, 97) Contudo, e 

após análise dos resultados, a acupuntura não parece trazer alterações significativas 

quando comparados os resultados com o GI. Um estudo de Lin, observou que não houve 

alterações estatisticamente significativas na concentração da CK após tratamento com 

acupuntura, aplicada na dor muscular provocada por exercício induzido. Assim, tendo em 
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conta que a anfetamina aumenta a rabdomiólise, a acupuntura poderá não ter um efeito tão 

potente que a possa contrariar, ainda mais quando isso não acontece aquando apenas do 

exercício físico, como descrito por este autor.(98)  

 

Atrição 

 A medição do desgaste dentário em animais roedores é relativamente fácil, já que os 

seus incisivos apresentam um crescimento e desgaste contínuos, equilibrados em 

condições fisiológicas pelos processos de aposição radicular e desgaste incisal.(33, 82, 99, 100) 

Neste estudo, os grupos experimentais tiveram todos acesso ao mesmo tipo de alimentação 

e ração seca, de forma a excluir qualquer influência no desgaste incisal, uma vez que a 

consistência da dieta influencia o desgaste por atrição.(82, 101) 

As diferenças dos valores de atrição observadas são consideradas estatisticamente 

significativas (p<0.009, teste de LSD) entre os dois grupos. No entanto, o contrário do que 

era esperado, a atrição revelou-se maior no GII (7.84±0.62mm), relativamente ao GI 

(7.24±0.41mm).  

Estudos realizados em ratos, mostraram que o aumento da atividade mastigatória 

não funcional pode ser induzido pela estimulação repetida do sistema dopaminérgico com 

apomorfina, um agonista dos recetores dopaminérgicos. É possível relacionar estes 

movimentos mastigatórios com a taxa de atrição incisal.(56, 63) A apomorfina, a dopamina e a 

d-anfetamina têm sido associadas à indução de comportamentos estereotipados em ratos 

(atos de cheirar, morder e lamber). O ato compulsivo de roer contribui para o desgaste 

dentário, podendo este efeito ser consequência destes estimulantes.(60, 61, 63) Estes 

comportamentos têm sido considerados como formas de bruxismo experimental induzidas 

por drogas.(55) 

 A acupuntura, no entanto, não diminuiu a atrição apresentada pelos ratos do GII. 

Este valor parece estar em concordância com os MMNF avaliados (que apresentam valores 

mais elevados do dia 5 ao 10) e poderá fazer sentido se considerarmos também o pico de 

cortisol que o animais apresentaram no dia 7. Esta perceção inicial de stress pelos animais 

deste grupo poderá justificar o aumento da atrição neste grupo. Para além disso, se 

considerarmos o estudo de Sato, em que os ratos poderão utilizar os MMNF como forma de 

regular/diminuir o stresse (e dessa forma o cortisol sérico), poderemos compreender os 

valores dos MMNF aumentados no GII e, consequentemente, a maior atrição e a queda do 

cortisol sérico no dia 14. Segundo Sato, o aumento dos MMNF e a expressão de 

agressividade pode sugerir um mecanismo de coping que mantem a homeostase do 

organismo e desta forma reduz os efeitos adversos do stressor. (73) Considerando a 
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diminuição do cortisol na análise 3 e na escala de comportamentos orais, poderia ser 

interessante avaliar um efeito mais longo da acupuntura na atrição, pois a manutenção 

desta tendência poderia levar a uma diminuição da atrição a longo prazo quando comparado 

com o grupo I. 

Não existem contudo estudos na literatura que relacionem o efeito da acupuntura na 

atrição incisal. No entanto, pode-se supor que, se a indução de stresse e anfetamina 

provocam um aumento significativo da atrição, e o fato da manipulação dos ratos poder ser, 

por si só, um agente stressante, poderá aumentar ainda mais e de forma considerável os 

valores da atrição dentária. 

  

Comportamento 

 Os métodos observacionais de avaliação e gravação dos MMNF têm sido usados 

para avaliar os hábitos parafuncionais em vários estudos envolvendo modelos animais de 

bruxismo.(33, 56) Neste estudo, foi utilizado, para além do método de avaliação 

comportamental, um método de avaliação dos MMNF baseado na medição da atrição dos 

incisivos inferiores.(33, 56, 70)  

 Devido à capacidade das ATS induzirem alterações comportamentais em humanos, 

diversos estudos têm sido realizados em ratos de forma a avaliar estes comportamentos.(102) 

O comportamento estereotipado, alterações nos estímulos do comportamento controlado e 

aumento de comportamentos locomotores espontâneos, estão entre as alterações 

comportamentais provocadas por ATS.(102) 

 A soma dos resultados decorrentes do período de observação, deu origem ao 

resultado diário do comportamento de cada animal.(33) Verificaram-se picos esporádicos, 

principalmente no GII, nos dias 6, 9 e 11. De forma consistente com a literatura, estes 

animais apresentaram picos de MMNF nos dias em que foram submetidos a crowding ou 

vibração corporal.(31, 33)
 O intervalo entre os dias 5 e 10, em que o GII apresenta 

comportamentos superiores ao GI coincide com a altura do pico da análise 2 do cortisol, 

correspondendo a um período onde os animais apresentam maior stresse. A partir do dia 

11, os movimentos no GII diminuem, levando novamente à correlação com os níveis de 

cortisol que também diminuíram na análise 3. Estes dados poderão de certa forma justificar 

parcialmente os maiores níveis de atrição revelados pelo GII com descrito anteriormente. 

Parece existir uma tendência de diminuição dos MMNF para os animais do GII, 

relativamente ao GI, pelo que poderia ser útil avaliar o efeito da acupuntura num tempo 

experimental mais longo 
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CONCLUSÃO 

 A acupuntura é uma prática terapêutica com sucesso documentado no tratamento do 

stresse. (14-18) 

 Ao contrário do que se esperava, neste estudo, a acupuntura não diminuiu a atrição 

incisal e levou a uma perda de peso significativa. A acupuntura aumentou o nível de cortisol 

na análise intermédia, conforme suportado na literatura, (90, 91) para o diminuir na terceira 

análise. Estas alterações são consistentes com as alterações observadas nos MMNF. Assim 

sugere-se que a manipulação por tratamento de acupuntura poderá, por si só, ser um 

agente stressante em animais, mas também que a acupuntura poderá necessitar de tempo 

para atuar ou que os animais, em função do tempo, se habituam a este fator, diminuindo a 

intensidade de resposta. No entanto, e devido à falta de estudos que relacionem acupuntura 

e atrição, são necessários mais dados para se chegar a um consenso de qual o seu 

verdadeiro efeito.  

 A acupuntura não trouxe alterações significativas relativamente à CK, assim como 

aos pesos do timo, baço e supra-renais. 

 Apesar dos resultados de experiências com animais não poderem ser diretamente 

aplicados a humanos, são úteis para extrapolar hipóteses para futura investigação no 

Homem.  
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