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REsumo

Duarte BB. Comparagdo histologica entre as fibras dos musculos
palatofaringeo e constritor superior da faringe em individuos com e sem
apneia obstrutiva do sono [Tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2017.

Introducdo: A parede lateral da faringe tem importante papel no colapso da
via aérea superior nos episodios de apneia obstrutiva do sono (AOS). Os dois
principais musculos que formam esta regido sdo o musculo palatofaringeo
(MPF) e o musculo constritor superior da faringe (MCSF). Estes musculos séo
classificados como esqueléticos e ndo possuem um padrédo histolégico de
normalidade estabelecido. Os objetivos do estudo foram verificar a estrutura
histolégica das fibras do MPF e do MCSF em individuos controles sem
sindrome da apneia obstrutiva do sono (SAQOS), e avaliar se individuos
portadores de SAOS apresentam alteracdes histolégicas nestes musculos em
comparacao aos controles. Métodos: Foram avaliados 28 individuos adultos
(faixa etaria entre 18 e 55 anos de idade), sendo 17 portadores de SAOS
grave e 11 controles. Destes 11 controles, 7 eram portadores de ronco
primario, e 4 ndo apresentavam roncos e AOS. Coletaram-se fragmentos de
MPF e de MCSF em cirurgia de faringoplastia lateral para os roncadores
primarios e apneicos graves, e em cirurgia de tonsilectomia das palatinas para
os individuos com tonsilite crénica caseosa. Os espécimes musculares
coletados foram congelados em nitrogénio liquido em até 3 horas apos o
procedimento cirdrgico. Por meio de coloracdes histologicas e imuno-
histoquimicas, avaliou-se a histologia das fibras musculares no que tange a
sua morfologia, a distribuicdo dos tipos de fibras, as dimensdes do espaco
intercelular, e a prevaléncia de fibras hibridas nos 2 masculos e em ambos os
grupos. Resultados: O grupo-controle apresenta predominio de fibras do tipo
II, de contracéo rapida e alta fatigabilidade, nos MPF e MCSF, n&do havendo
diferenca estatistica entre os dois musculos. Encontramos prevaléncia
elevada de fibras hibridas no grupo-controle (45,45% no MPF e 27,27% no
MCSF), sem diferenca estatistica entre os dois musculos. Quanto a
comparacao entre os grupos controle e SAQOS, verificamos reducdo do
percentual de fibras do tipo Il do MCSF nos individuos com SAOS (p=0,04)
quando comparados aos controles. Ndo houve diferenca estatistica na



distribuicdo dos tipos de fibras musculares entre os 2 grupos no MPF.
Conclusdes: Os MPF e MCSF possuem composicdo histologica com
predominio de fibras do tipo Il e prevaléncia elevada de fibras hibridas nos
individuos sem SAOS. Os individuos portadores de SAOS possuem reduc¢éo
do percentual de fibras do tipo Il no MCSF em comparagéao aos individuos
sem SAQOS, e isso pode ter implicacdes na reducdo da eficiéncia desta
musculatura, podendo contribuir na etiopatogenia da AOS.

Descritores: 1. Apneia obstrutiva do sono 2. Fibras musculares 3.
Faringe/histologia 4. Masculo esquelético 5. Musculo constritor superior da
faringe 6. Musculo palatofaringeo.



ABSTRACT

Duarte BB. Histological comparison between fibers of the palatopharyngeal
and superior pharyngeal constrictor muscles in individuals with and without
obstructive sleep apnea [Thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo”; 2017.

Introduction: The lateral pharyngeal muscular wall plays an important role in
upper airway collapse in obstructive sleep apnea (OSA) episodes. The two
main muscles that form this anatomical site are the palatopharyngeal muscle
(PPM) and the superior pharyngeal constrictor muscle (SPCM). These
muscles are classified as skeletal and do not have an established normal
histological pattern in literature. The objectives of the study were: verify the
histological structure of PPM and SPCM fibers in control subjects without
obstructive sleep apnea syndrome (OSAS), and evaluate whether OSAS
individuals demonstrate histological changes in these muscles compared to
controls. Methods: Twenty-eight adults (age range between 18 to 55 years
old) were evaluated, 17 with severe OSAS and 11 controls. On the control
group, 7 had primary snoring and 4 had no snoring or OSA. PPM and SPCM
fragments were collected in lateral pharyngoplasty surgery for the primary
snoring and severe OSAS patients and a palatine tonsillectomy was executed
in individuals with chronic caseous tonsillitis. The collected muscles specimens
were frozen in liquid nitrogen within 3 hours after the surgical procedure.
Histological and immunohistochemical staining were used to evaluate the
histology of muscle fibers concerning their morphology, the distribution of fiber
types, the size of the intercellular space and the prevalence of hybrid fibers in
the two muscles in both groups. Results: The control group showed
predominance of type Il fibers (fast contraction and high fatigability) in PPM
and SPCM, without statistical difference between the two muscles. We found
a high prevalence of hybrid fibers in the control group (45.45% in PPM and
27.27% in SPCM), without statistical difference between the two muscles.
Regarding the comparison between the control and OSAS groups, we verified
a reduction in the percentage of SPCM type Il fibers in individuals with OSAS
(p = 0.04) when compared to controls. There was no statistical difference in
the percentage of muscle fiber types between the 2 groups in PPM.
Conclusions: PPM and SPCM have histological composition with



predominance of type Il fibers and high prevalence of hybrid fibers in
individuals without OSAS. Patients with OSAS have a reduction in the
percentage of type Il fibers in SPCM compared to controls, and this may have
implications in the efficiency of this muscular function, which may contribute to
the etiopathogenesis of OSAS.

Descriptors: 1. Obstructive sleep apnea 2. Pharinx / etiopathogenesis 3.
Pharynx / histology 4. Skeletal muscle 5. Superior pharyngeal constrictor
muscle 6. Palatopharyngeal muscle.
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1  INTRODUGAO

Os colapsos repetidos na via aérea superior durante o sono caracterizam
0s eventos obstrutivos da sindrome da apneia obstrutiva do sono (SAOS).
Dentre os diferentes padrdes obstrutivos demonstrados em exames de
imagem da faringe e de sonoendoscopia, ha maioria dos pacientes, observa-
se a participacao do palato mole e/ou parede lateral da faringe (Schwab et al.,
1995; Huon et al., 2016). Anatomicamente, a parede lateral da faringe
representa o local de insercdo do palato mole na faringe. Ndo ha nenhuma
estrutura rigida para fixar ou sustentar os musculos nesta regido. Embora isso
possa ser importante para os movimentos de degluticdo, constitui uma clara
vulnerabilidade a nossa respiracdo, particularmente durante a reducdo do
tbnus muscular que ocorre no sono. Até 0 momento, as caracteristicas
morfologicas e funcionais das fibras musculares desta regido sdo muito pouco
conhecidas.

Como fatores ja comprovados que influenciam a fisiopatologia da SAOS,
tém-se: anatomia desfavoravel da via aérea superior, alteracao no limiar para
despertar, instabilidade ventilatéria, reducdo do volume pulmonar, fatores
genéticos, obesidade, faixa etaria elevada e alteracbes neuromusculares
(Eckert; Malhotra, 2008).

A parede lateral da faringe é formada majoritariamente pelos musculos
palatofaringeo (MPF) e constritor superior da faringe (MCSF). Esses musculos
sdo classificados como esqueléticos e ainda ndo possuem um padréo
histologico de normalidade estabelecido.

Alguns estudos tentaram demonstrar caracteristicas do MPF em
pacientes portadores de SAOS, porém, ainda assim, observam-se conclusdes
conflitantes e metodologias bastante diferentes entre si, tanto na escolha do
grupo de estudo quanto nas preparacdes histologicas das amostras
estudadas (Woodson; Garancis, 1991; Edstrom; Larsson; Larsson, 1992;
Friberg et al., 1998; Stal; Lindman, 2000; Lindman; Stal, 2002).
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O MCSF foi ainda menos estudado, provavelmente pelas dificuldades
técnicas de obtencéo das amostras durante cirurgias faringeas. Ha um estudo
que demonstrou alteracdes na matriz extracelular (MEC) de pacientes
apneicos quando comparados a individuos normais, porém a andlise
histologica da composicéo dos tipos de fibras musculares nao foi objeto de
estudo ((Dantas et al., 2012). Outro estudo demonstrou a presenca de gotas
de lipideos presentes no interior das fibras musculares de individuos apneicos
visualizadas ao microscopio eletrénico na coloracdo de azul de metileno,
enquanto que o grupo-controle ndo continha essas goticulas. Além disso,
verificou que a quantidade de infiltragcéo de lipideos nas fibras musculares era
diretamente proporcional ao indice de apneia hipopneia (IAH) (Shi et al.,
2016).

Sabendo-se a importancia da elucidagéo do componente muscular para
entendimento da etiopatogenia da SAQOS, o objetivo do estudo foi caracterizar
as fibras musculares do MPF e do MCSF, e verificar se pacientes com SAOS
apresentam sinais de leséo ou transformacao nestes musculos em relacéo a

pacientes ndo apneicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fisiopatologia da SAOS

O colapso da via aérea superior (VAS) durante o sono, basicamente, é
resultante de um desbalanco entre a atividade dos musculos dilatadores da
faringe e a pressao intraluminal negativa durante a inspiracdo. Fatores que
tendem a estreitar a luz da faringe incluem as forcas adesivas da mucosa, o
tbnus vasomotor, a flexdo do pescoco, a abertura e o deslocamento inferior
da mandibula, a forca da gravidade, a resisténcia nasal aumentada, o efeito
de Bernoulli e 0 aumento da complacéncia dinamica. Forcas que dilatam a
faringe incluem a tracao caudal toracica pelo aumento do volume pulmonar, a
extensdo do pescoco e a contracdo dos musculos dilatadores da faringe
(Eckert; Malhotra, 2008).

Apesar de variacdes consideraveis entre os individuos, existem
componentes da fisiopatologia da doenca jA comprovados, que incluem
alteracdes na anatomia da via aérea superior, variacdes na capacidade dos
musculos dilatadores da via aérea superior de responder as adversidades
respiratérias durante o sono, propensdo ao despertar cortical durante um
aumento da pressdo negativa inspiratoria, variagcbes na estabilidade do
sistema de controle respiratério, mudancas do volume pulmonar e alteracdo
histol6gica dos musculos que comp&em a estrutura muscular faringea (Eckert;
Malhotra, 2008).

2.1.1Fatores anatomicos

A faringe humana é uma estrutura unica e com multiplas funcdes, que

incluem a fala, a degluticdo e a passagem de ar durante a respiracao.

Anatomicamente, pode-se dividir a faringe em 4 subsegmentos: nasofaringe
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(das coanas até o inicio do palato mole), velofaringe ou regido retropalatal (do
inicio do palato mole até a uvula), orofaringe ou area retroglossal (da uvula
até o apice da epiglote) e hipofaringe (do apice da epiglote até a regido cranial
das pregas vocais) (Schwab et al., 1995). A estrutura anatébmica e o controle
neural da via aérea superior sdo fundamentais para a adequada realizacdo de
suas fun¢des. Como nédo ha suporte de tecidos rigidos na faringe, observa-se
uma area colapsavel que se estende do palato duro até a regido laringea.
Apesar da capacidade da via aérea superior de mudar de configuracao e, por
alguns momentos, se fechar ser essencial para fungbées como a fala e a
degluticdo durante a vigilia, esta peculiaridade funcional também pode facilitar
0 colapso em momentos inoportunos, como na respiracdo durante o sono
(Eckert; Malhotra, 2008).

Por uma perspectiva puramente anatdmica, uma via aérea mais estreita
€ mais propensa ao colapso que uma mais larga. De maneira geral, a area
seccional da via aérea medida por meio de visualizacdo direta ou de imagens
de tomografia computadorizada (TC) e ressonancia nuclear magnética (RNM)
durante a vigilia e durante o sono esta reduzida em pacientes com SAOS em
comparacao a individuos saudaveis (Schwab et al., 1995; Huon et al., 2016).
Ademais, também foi demonstrado que o volume dos tecidos moles das vias
aéreas superiores € significativamente maior em pacientes com SAOS
guando comparados com individuos normais (Schwab et al., 1995).

Além disso, ja estd comprovado que mudancas na estrutura dos tecidos
moles da via aérea superior e alteracdes na estrutura craniofacial predispdem
individuos a ter distlrbios respiratérios obstrutivos do sono. Analises
cefalométricas tém demonstrado a existéncia de anormalidades craniofaciais
em pacientes portadores de SAOS em comparacgao aos individuos controles.
Essas analises tém também demonstrado que pacientes com SAOS tém uma
mandibula menor e mais retroposicionada, espaco faringeo latero-lateral mais
estreito, dimensdes maiores da lingua, tecidos moles mais abundantes, 0sso
hioide posicionado em posicao mais inferior e maxila retroposicionada (Eckert;
Malhotra, 2008).
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Avaliacbes com ressonancia nuclear magnética da regido faringea
corroboram esses resultados, demonstrando, de forma significativa, que o
volume das paredes laterais da faringe, da lingua e dos tecidos moles que
envolvem a faringe sdo mais volumosos em pacientes com SAOS, quando
comparados com controles normais ajustados por sexo, idade, etnia,
composicgao craniofacial e tecido gorduroso perifaringeo (Schwab et al., 1996;
Huon et al., 2016).

Quando se realiza a avaliagdo endoscopica da VAS durante 0 sono
induzido farmacologicamente (sonoendoscopia), verifica-se, apesar das
divergéncias na literatura, que a regido retropalatal representa o principal sitio
de obstrucdo durante o sono em pacientes portadores de SAOS. Entretanto,
evidencia-se, também, que, em cerca de 70% dos apneicos, ha um colapso
multinivel da faringe (Dempsey et al., 2010).

Um estudo com tomografia computadorizada da regido faringea em
pacientes normais e apneicos durante a vigilia verificou que a area seccional
da via aérea superior era menor em pacientes portadores de SAOS em
relacdo aos individuos normais, e que a configuracdo geométrica da faringe
também se mostrou diferente entre os grupos. O grupo de pacientes apneicos
possuia configuracdo eliptica com maior eixo antero-posterior, ou seja,
estreitamento faringeo latero-lateral (Schwab et al., 1995). Outro estudo de
imagem dos mesmos autores com RNM da VAS durante a vigilia em
individuos normais e pacientes apneicos teve como foco os tecidos moles
perifaringeos. Os resultados demonstraram que a area de maior
estreitamento da faringe € a retropalatal e que a area seccional faringea em
corte axial € menor em apneicos, com reducdo das dimensbes laterais,
corroborando os estudos anteriores. No entanto, verificou-se que este
estreitamento latero-lateral se da pelo espessamento da musculatura da
parede lateral da faringe, sem alteragcdo do volume das bolsas de gordura
parafaringeas. Neste estudo, ratificou-se a fundamental participacdo da
parede lateral da faringe na fisiopatologia da SAOS ((Schwab et al., 1995).

Um estudo com RNM dinamica da VAS durante o sono natural foi
realizado em 30 pacientes portadores de SAOS leve e grave. Verificaram que



2 Revisado de Literatura 8

o colapso da parede lateral da faringe foi preponderante nos 2 grupos quando
comparado aos colapsos retroglossal e retropalatal antero-posterior, sendo

mais evidente no grupo de apneicos graves (Huon et al., 2016).

2.1.2Limiar para despertar

A capacidade do organismo em promover um despertar cortical para
encerrar um evento respiratorio obstrutivo do sono parece ser um importante
mecanismo para reabertura da via aérea (Dempsey et al., 2010). Por outro
lado, se o despertar cortical fosse 0 Unico meio de se encerrar uma apneia ou
uma hipopneia, ndo seria possivel haver sono estavel em individuos com um
SAQOS (Eckert; Malhotra, 2008).

Isto posto, seria evidente que um limiar baixo para o despertar (despertar
cortical que ocorre como resposta a um estimulo respiratorio minimo) tornar-
se-ia um problema, j4 que ndo haveria tempo suficiente para se recrutar os
musculos dilatadores da faringe durante o sono.

Existem dados da literatura comprovando que h& uma variacao bastante
importante no limiar para o despertar apds eventos respiratorios entre 0s
individuos, tornando-se um dado fisiopatolégico importante na SAOS
(Dempsey et al., 2010).

2.1.3Instabilidade ventilatéria

O controle da ventilacado durante o sono € apenas quimico, dependendo
dos quimiorreceptores centrais e periféricos (Wellman et al., 2008).

Durante a transicdo vigilia-sono, oscilagbes da ventilagdo podem
provocar uma apneia central pela reducdo da pressao parcial de dioxido de
carbono no sangue (PaCO2) abaixo do limiar de apneia. Porém, embora na
apneia de origem central ndo haja obstrucdo mecéanica da VAS, ocorre uma
reducdo do tdbnus da musculatura dilatadora da faringe. Assim, um episodio
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de apneia central pode terminar como um evento respiratorio obstrutivo
(apneia mista) (Genta et al., 2014). Por outro lado, o despertar associado a
apneia obstrutiva pode levar a hiperventilacdo, com reducdo da PaCO2 e
possibilidade de novo evento central (Badr et al.,, 1995). Dessa forma, a
estabilidade do sistema respiratério durante o sono depende do ganho do
sistema de controle. O “loop gain” representa a razdo entre a resposta
ventilatoria e o distarbio ventilatério que a gerou. Em outras palavras, ele
mede a tendéncia de instabilidade do sistema de controle. Assim, quando a
resposta ventilatéria € menor do que o disturbio que a gerou (“loop gain”
menor que 1), ocorre o retorno a ventilacao basal com o passar do tempo. Por
outro lado, quando a resposta ventilatéria € maior que o distlrbio que a gerou
(“loop gain” maior ou igual a 1), ha instabilidade ventilatéria (Wellman et al.,
2008).

2.1.4Reducéao do volume pulmonar

A interacdo entre o limen da faringe e o volume pulmonar pode ser um
fator que contribui para o desenvolvimento ou para a piora da SAOS. Isto
decorre, basicamente, porque alteragdes no volume pulmonar pode interferir
no didmetro da &area seccional da faringe em individuos acordados e durante
o0 sono (Dempsey et al., 2010). Ainda n&o se sabe certamente como isso
ocorre em humanos, indagando-se o conceito da redugéao da tracao caudal
nas estruturas da VAS com a diminui¢do do volume pulmonar, resultando em
uma faringe mais colapsavel (Dempsey et al., 2010).

Resumindo, quando o volume pulmonar estd reduzido, hd um
deslocamento do diafragma e do térax rumo a cabeca. Este movimento resulta
em perda da tracdo caudal da faringe, resultando em maior predisposi¢cdo ao

colapso faringeo.
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2.1.5Fatores genéticos

Estudos tém enfatizado o fato da SAOS ser uma doenca familiar
(Dempsey et al., 2010; Eckert; Malhotra, 2008; Jordan; White, 2008).
Entretanto, a presencga de agregados familiares n&o implica necessariamente
na presenca de fatores genéticos. A SAOS é mais incidente em parentes de
primeiro grau de portadores desse distlrbio, quando comparados com
individuos saudaveis (Eckert; Malhotra, 2008). Contudo, esses dados ndo sao
suficientes para se recomendar uma triagem de familiares assintomaticos.
Indaga-se a possibilidade de genes controlando o desenvolvimento
craniofacial, ja que caracteristicas relacionadas a uma via aérea mais estreita
estdo presentes em familias portadoras de SAOS (Ronen; Malhotra; Pillar,
2007). Outro aspecto genético que pode ser envolvido no desenvolvimento da
SAOQOS esta relacionado a sensibilidade dos quimiorreceptores para resposta
ventilatéria a hipdxia e hipercapnia (Dempsey et al., 2010).

Sendo assim, indaga-se fortemente que varias caracteristicas como o
calibre da via aérea superior, a distribuicdo dos tecidos moles da faringe, as
anormalidades do controle ventilatério, a resposta respiratdria a resisténcia
aumentada da faringe e a estrutura craniofacial, podem ter bases genéticas.
N&o obstante, sdo necessarios trabalhos adicionais para determinar como 0s
genes influenciam os mecanismos fisiopatolégicos da SAOS (Eckert;
Malhotra, 2008).

2.1.6 Mecanismos fisioloégicos subjacentes aos fatores
epidemioldgicos para a SAOS

Os maiores fatores de risco para SAOS séao idade, sexo masculino e
obesidade, apesar dos exatos mecanismos ainda nédo estarem totalmente
esclarecidos (Tufik et al., 2010). Como verificar-se-a a seguir, esses fatores
de risco sao plausiveis para explicar o aumento no comprometimento

anatémico da faringe, reducéo na funcdo dos musculos dilatadores da faringe,
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reducdo do limiar para o despertar cortical, aumento na instabilidade do

controle ventilatério e reducdo do volume pulmonar.

2.1.6.1 Obesidade

Apesar de ja estar comprovado que obesidade é um fator importante
para o desenvolvimento da SAOS, e que reducdes do peso corporal poderem
melhorar a severidade da SAOS, o exato mecanismo fisiopatolégico ainda ndo
é totalmente compreendido. Deposicdo de gordura nas paredes laterais da
faringe, na lingua ou nos tecidos moles faringeos € plausivel para explicar
uma reducédo na area seccional da faringe em pacientes com SAOS, tornando-
0S mais susceptiveis ao colapso durante o sono ((Zancanella et al., 2014). O
aumento de tecido gorduroso na regido abdominal pode levar a uma reducao
da capacidade pulmonar residual funcional, que poderia levar a uma reducao
do volume pulmonar e, assim, influenciar no aumento da colapsabilidade da
via aérea. Essa possivel reducdo no volume pulmonar poderia também ser
associada com redugdo no armazenamento de oxigénio, o que poderia
contribuir para uma instabilidade no controle ventilatério. Finalmente,
obesidade tem sido associada ao comprometimento funcional dos musculos
da VAS, verificado com estudos histoldgicos, tornando esses musculos mais

susceptiveis ao colapso durante o sono (Dempsey et al., 2010).

2.1.6.2 Sexo masculino

De forma similar a obesidade, ndo esta totalmente claro porque a SAOS
€ mais comum em homens do que em mulheres (Eckert; Malhotra, 2008).
Exames de imagem tém revelado que os homens possuem mais deposi¢cao
de gordura em torno da faringe quando comparados com mulheres (Mcginley
et al., 2008). Além disso, observa-se que 0s homens possuem um

comprimento maior da faringe que mulheres. Um estudo com criangas na
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puberdade sugere que had um alongamento da via aérea de garotos em
comparacao com garotas, independente do crescimento sistémico. Além
disso, a regido faringea é mais longa em mulheres pds-menopausa que em
mulheres em idade fértil (Schneider et al., 1986; Ronen; Malhotra; Pillar,
2007).

Deste modo, mudancas no comprimento da faringe podem explicar
algumas das diferencas de incidéncia da SAOS nos sexos antes da
menopausa. Apesar do enorme numero de estudos comparando a anatomia
da via aérea nos sexos, ndo ha estudos consistentes comparando o grau de
colapsabilidade faringea entre homens e mulheres (Eckert; Malhotra, 2008).

Diferencas hormonais tém sido propostas para explicar a maior
propensdo das mulheres desenvolverem SAOS apds a menopausa.
Realmente, administracdo de testosterona em homens com hipogonadismo
pode induzir apneia do sono em alguns pacientes (Schneider et al., 1986).
Entretanto, tentativas de alterar a gravidade da SAOS com base em
administracdo de hormdnios nao tém mostrado beneficios significativos
(Zancanella et al., 2014).

A resposta ventilatoria para o despertar € mais intensa em homens que
em mulheres, sugerindo que homens estdo mais propensos a respiracao
ciclica. Diferencas entre 0os sexos no limiar para o despertar e no volume
pulmonar ndo tém sido sistematicamente avaliados até o momento. No
entanto, sabe-se que homens tendem a ter acumulo de tecido adiposo
distribuido de forma mais significativa na regido central, o que poderia alterar
o volume pulmonar, deixando-os mais susceptiveis ao colapso da via aérea
por reducdo na tracdo caudal da faringe (Schneider et al., 1986; Jordan;
White, 2008).

2.1.6.3 Idade

A prevaléncia da SAOS aumenta progressivamente com a idade (Tufik

et al., 2010). Ao longo dos anos, tem sido proposto que o0 aumento na
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incidéncia dos distarbios respiratorios obstrutivos do sono em individuos mais
velhos ocorre por problemas no controle ventilatorio e por alteracdes
anatémicas ((Eckert; Malhotra, 2008).

Susceptibilidade anatdbmica para SAOS parece aumentar com a idade e
poder-se-ia explicar isso com o0 aumento da deposi¢cédo de gordura em torno
da faringe que ocorre com o envelhecimento e com a diminuicéo da eficiéncia
dos musculos faringeos para manter a via aérea patente durante o sono. Além
disso, o reflexo do musculo genioglosso em resposta ao aumento da pressao

negativa faringea vai se deteriorando com a idade (Schneider et al., 1986).

2.1.7 Fator neuromuscular

A manutencdo da abertura da via aérea superior depende de diversos
fatores e o controle neuromuscular possui participacdo importante dentro
deste contexto. O musculo genioglosso (GG) é o principal musculo
responsavel pela dilatacdo da faringe e € também o mais estudado. Quando
h& uma contracdo do musculo genioglosso, tende-se a haver a abertura da
faringe (Séries, 2002).

A atividade dos musculos da VAS e dos motoneurdnios dos musculos
respiratérios estdo conectados por meio da agdo coordenada entre 0s nervos
hipoglosso e frénico. As acdes destes musculos possuem padrdes maximos
durante a inspiracao, justamente pelo fato deste ser um momento crucial para
a manutencdo da abertura da via aérea, frente a pressdo negativa
intratoracica (Seéries, 2002).

A atividade dos musculos dilatadores da faringe durante o sono €
determinada pelo controle central (drive respiratério) e pelo controle local
(reflexo da pressdo negativa), desempenhando um papel importante da
respiracéo (Genta et al., 2014).

Hiperventilacdo induzida metabolicamente esta associada com um

progressivo aumento da atividade eletromiografica do GG e do musculo
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diafragmatico. Os musculos do palato mole também demonstram este
aumento de atividade durante a hipoxia/hipercapnia (Séries, 2002).

A pressdo negativa intrafaringea elevada também €& um fator
determinante na atividade dos musculos da VAS, ja que as atividades fasicas
e tbnicas do GG aumentam com a maior negatividade da pressédo da VAS
(Genta et al., 2014; Séries, 2002). Estas mudancas na atividade do GG séo
observadas na auséncia de alteracdo da atividade diafragmatica. S&o varios
0s circuitos envolvidos neste reflexo, estimulado pelo aumento da presséo
negativa, incluindo o ramo laringeo do nervo vago (estimulo laringeo) e os
nervos glossofaringeo e trigémeo (estimulo nasofaringeo) (Genta et al., 2014;
Séries, 2002).

Diversos estudos demonstraram, por meio de eletromiografia (EMG),
especialmente do GG, que as atividades fasicas e tbnicas dos musculos
dilatadores faringeos estdo aumentadas nos pacientes apneicos durante a
vigilia, quando comparados com controles saudaveis (Mezzanotte; Tangel,
White, 1992; Carlson et al., 1995). Estes autores teorizaram que esta resposta
aumentada da atividade destes musculos pode ser resultante de um possivel
mecanismo compensatorio dos pacientes apneicos para sustentar uma via
aérea anatomicamente mais estreita ou com uma musculatura menos
eficiente.

Mezzanotte, Tangel e White (1992) fizeram um estudo eletromiografico
em 11 pacientes apneicos e 14 controles normais, e verificaram que a
atividade eletromiogréafica dos apneicos no GG foi significativamente maior
durante a vigilia e que, apés uso de CPAP com mascara nasal, houve uma
gueda significativa nos valores, chegando quase aos valores dos pacientes
controles normais. Isso supostamente demonstraria que 0 mecanismo de
hiperfuncdo do GG nos apneicos poderia ser uma consequéncia da SAOS.
Outros estudos utilizando CPAP para verificar a reducdo da atividade da EMG
do GG foram realizados posteriormente comprovando este mecanismo
(Mezzanotte; Tangel; White, 1996; Jordan; White, 2008).

Os efeitos do sono NREM sobre o mecanismo neuromuscular em

pacientes saudaveis e apneicos sao controversos na literatura (Mezzanotte;
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Tangel; White, 1996). Séries (2002) relatou que o efeito do sono NREM néo
foi uniforme com os diferentes musculos da VAS, com o GG demonstrando
reducdo eletromiografica ndo significante nos apneicos em relacdo aos
saudaveis, diferentemente dos musculos tensor do véu palatino, elevador do
véu palatino, palatoglosso e génio-hioideo, os quais demonstraram reducéo
das atividades fasicas e tbnicas de forma significativa nos apneicos em
relacdo aos controles normais. Este mesmo autor demonstrou que a laténcia
para a contracdo dos musculos da VAS frente a pressédo negativa foi menor
em pacientes normais que em apneicos (38 para 75ms), o que poderia
influenciar na génese da SAOS.

Mcginley et al. (2008) demonstraram em um estudo com 10 apneicos e
09 controles normais de ambos 0s sexos que as respostas tbnicas a pressao
negativa eram significativamente maiores nos controles quando comparados
aos apneicos durante o sono NREM, sendo que as fasicas ndo demonstraram
diferencas significativas entre os dois grupos.

Sabe-se que a faringe possui multiplas funcdes, além daquela de se
manter pérvia durante a respiracao (Tsumori et al., 2007; Okuda et al., 2008).
Kuna (2000) demonstrou as fun¢des dos musculos faringeos, como aquela de
fechar a VAS durante a degluticdo e alterar sua conformacdo durante a
fonacdo. Os musculos constritores da faringe possuem actes diferentes
dependendo da necessidade, dilatando a faringe durante a inspiracao e
fechando a faringe durante a degluticdo (Kuna; Smickley, 1997).

Carrera et al. (1999) realizaram bidpsias de congelacdo nos musculos
GG em 16 apneicos (9 biopsiados no momento do diagndstico e 7 apds um
ano de tratamento com CPAP) e em 11 individuos controles. Verificaram,
entdo, que 0S pacientes apneicos pré-tratamento apresentavam uma
porcentagem significativamente maior de fibras musculares do tipo I
(contragéo rapida e maior fatigabilidade) quando comparados aos controles.
Apoés um ano de tratamento com CPAP, os pacientes apneicos tratados (sem
bidpsias anteriores) apresentaram uma distribuicao de fibras semelhantes aos
controles, com reducao significativa das fibras do tipo Il. Segundo os autores,
isto demonstraria que esta alteracdo com predominio de fibras tipo Il seria
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uma consequéncia de uma atividade maior deste musculo, e que esta

distribuicdo retorna a normalidade apos o tratamento com CPAP.

2.1.8Fator muscular

2.1.8.1 Morfologia do musculo esquelético

O tubo muscular faringeo € composto por musculos estriados
esqueléticos (Smirne et al., 1991). Os musculos esqueléticos sdo formados
por feixes de células longas, cilindricas e multinucleadas que apresentam
estriacdes transversais, as fibras musculares. Essas fibras sédo originadas do
sincicio de células embrionarias, os mioblastos (Matsunaga, 2009).

As variacdes no didmetro das fibras musculares esqueléticas dependem
de vérios fatores, como a regido do musculo considerado e a consequente
atividade executada, a idade, o género, o estado de nutricdo do individuo e o
exercicio fisico (Matsunaga, 2009).

A composicao histologica normal dos musculos faringeos ainda ndo esta
estabelecida na literatura, alguns poucos estudos compararam o diametro do
muasculo palatofaringeo com de outras regides do corpo humano,
demonstrando que, em geral, o0 masculo faringeo apresenta menor diametro
das fibras musculares observadas sob microscopia Optica (Woodson;
Garancis; Toohill, 1991; Edstrom; Larsson; Larsson, 1992; Friberg et al., 1998;
Stal; Lindman, 2000; Lindman; Stal, 2002).

As fibras musculares permanecem unidas pelo tecido conjuntivo que as
envolve, permitindo que a forca de contracdo gerada pela fibra atue sobre o
musculo inteiro. Esse tecido conjuntivo delimita as seguintes camadas: o
endomisio, camada que envolve cada fibra muscular; o perimisio, camada que
envolve um conjunto de fibras musculares ja delimitadas pelo endomisio; e o
epimisio, que envolve um feixe de conjuntos de fibras musculares
(Matsunaga, 2009).
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O citoplasma da fibra muscular compde-se, principalmente, por fibras
paralelas, as miofibrilas. Essas miofibrilas sé@o cilindricas e acompanham as
fibras longitudinalmente. Apresentam faixas claras, Banda I, e faixas escuras,
Banda A. A estriacao da miofibrila ocorre devido a repeticdo dos sarcomeros.
O sarcomero é a unidade funcional da miofibrila, localizado entre duas linhas
Z, contendo uma Banda A e duas semibandas I. No centro da Banda A, ha
uma regido mais clara, chamada de Banda H (Piovesan et al., 2009).

A Banda | é formada, basicamente, por filamentos finos de actina. A
Banda A compde-se do prolongamento dos filamentos finos de actina e por
filamentos grossos de miosina. No centro da Banda A, existe a Banda H,
composta somente de filamentos grossos de miosina. Na Banda |, observam-
se, além dos filamentos finos compostos por actina, tropomiosina e troponina,
a nebulina e a titina. A nebulina promove estabilidade ao filamento de actina
e previne sua destruicdo, enquanto que a titina promove a acao semelhante
a uma mola bidirecional, estabilizando a fibra muscular, sendo responsavel
pela tensdo muscular passiva (Matsunaga; Piovesan et al., 2009).

De acordo com sua estrutura e composi¢cdo bioquimica, as fibras
musculares podem ser identificadas como do tipo I, ou fibras de contracao

lenta, e do tipo Il, ou fibras de contracdo rapida.

2.1.8.1.1 Tipos de fibras musculares

Estudos cientificos datados do século XIX ja tentavam achar explicagfes
para a variacdo na cor da fibra muscular, em relacdo a sua fisiologia e a sua
estrutura. Em sua grande maioria, as pesquisas eram realizadas em coelhos
e outros pequenos mamiferos, e ja sugeriam uma diferenca fisiologica entre
as fibras vermelhas e brancas, correlacionando-as com contracéo lenta (ST-
slow twitch) e rapida (FT-fast twitch), respectivamente, verificando um maior
suprimento vascular nos musculos vermelhos em comparagdo aos brancos
(Matsunaga, 2009).
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Em 1884, Griutzner afirmou que os musculos de todos os vertebrados
eram compostos de dois tipos de fibras: uma fina e escura, e outra larga e
clara; definindo a cor escura como granulos no sarcoplasma.

Paul, Sperling (1952) demonstraram que musculos brancos tinham uma
menor quantidade de mitocondria e baixa atividade respiratéria, enquanto 0s
musculos vermelhos eram ricos em mitocondria e apresentavam alta atividade
respiratoria.

O desenvolvimento das técnicas histoquimicas possibilitou estudar o
sistema enzimatico, os componentes celulares das fibras musculares e
correlacionar as atividades funcionais de cada fibra com sua morfologia
(Matsunaga, 2009).

Dubowitz, Sewry e Fitzsimons (1985) subdividiram as fibras musculares
de humanos e animais em dois tipos: tipo | com alta atividade oxidativa e baixa
glicolitica; e tipo Il com baixa atividade oxidativa e alta glicolitica. A atividade
enzimatica das fibras intermediarias ndo foi considerada como outro tipo de
fibra.

As fibras intermediarias ou hibridas séo fibras que se coram tanto nas
coloracbes especificas que tentam identificar proteinas para miosina lenta
guanto naguelas que tentam identificar proteinas para miosina rapida. Estas
fibras intermediarias possuem a capacidade de se transformar em fibras
musculares rapidas ou lentas dependendo da demanda fisiol6gica do musculo
em questdo. Elas estdo presentes em situa¢des convencionais até os 3 anos
de idade. Todavia, dependendo da demanda do musculo ou de algumas
doencas musculares, elas podem estar presentes apos essa idade (Fitts;
Widrick, 1996).

As fibras de contracao rapida podem ser subdivididas em dois subtipos:
tipo IIA e IIB. As fibras IIA possuem caracteristicas contrateis rapidas com
capacidade oxidativa-glicolitica (FOG), enquanto que as fibras 1IB sédo
chamadas de verdadeiras fibras de contracao rapida, pois suas propriedades
metabdlicas possuem alta capacidade glicolitica (FG). O comportamento
fisiol6gico de um musculo esta relacionado a uma unidade motora (UM). A

inervacao da fibra muscular tem origem nos neurdnios dispostos no corno
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anterior da espinha dorsal. O neurénio localizado no corno anterior da medula
ird ramificar-se para suprir varias fibras do musculo esquelético (Dubowitz;
Sewry; Fitzsimons, 1985).

As fibras de contracao rpida podem ainda ser subdividas em IIA, 1IB e
[IC, dependendo do conteddo de ATPase miofibrilar identificado
histoquimicamente em Ph com amplitude baixa. As fibras dos tipos IIA e IIB
tém propriedades cinéticas similares, porém com padrdes transitorios distintos
qguanto as propriedades da miosina (Matsunaga, 2009). As caracteristicas das
fibras IIC ndo séo tdo conhecidas em relacdo as demais. Discute-se que as
fibras tipo IIC podem ser uma fibra intermediaria que permite a transformacao
de fibras tipo IIA e 1IB em fibras do tipo I.

Pette e Staron (1997) demonstraram gue sete tipos de fibras musculares
podem ser classificadas, de acordo com a capacidade da relagao
ativacaol/inativacdo da m-ATPase de cada fibra apds pré-incubacdo em Ph
especifico: I, IC, IIC, IIAC, IIA, IAB, 1IB. As fibras mais similares as fibras do
tipo | sdo do tipo IC; aquelas fibras mais semelhantes as fibras do tipo Il séo
do tipo IIAC. Algumas fibras permanecem com colorac¢ao oculta por meio das
amplitudes do Ph (Ph 10.4, PH 4.3 E PH 4.6), sendo denominadas fibras do
tipo 11C.

Os tipos de fibras de um mdusculo sdo determinados pela unidade
motora, e 0 motoneurdnio que inverva a fibra muscular determina o seu tipo.
No entanto, se a fibra muscular for inervada por outro motoneurénio, diferente
do original, esta ira mudar as suas caracteristicas de acordo com a inervacao
atual. Isto indica a flexibilidade e adaptacao dos tipos de fibras (Hoh, 2005).

Outros fatores também podem influenciar o tipo de fibra muscular, como,
por exemplo, exercicio fisico aerobio tende a aumentar a proporc¢éo de fibras
do tipo | no musculo exercitado (Fitts; Widrick, 1996).

As principais diferencas histoquimicas, bioquimicas, fisiolégicas e

metabalicas, entre os tipos de fibras, podem ser observadas na Quadro 1.
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Quadro 1 - Principais diferencas histoquimicas, bioquimicas e metabdlicas
entre as fibras do musculo esquelético.

Z/Iaéstc;idborzsde RESIEEEEE Terminologia da classificagdo das fibras

-Histoquimico Tipo | Tipo Il

- Coloracéo Vermelha Branca

- Bioquimico SO FG/FOG

- Fisioloégico Contracdo Lenta Contragéo rapida

- Limiar de fadiga Alta resisténcia a fadiga g?zdailg\goderada resisténcia
- Imuno-histoquimico MCHI MHCII

- pH Acido Basico

SO: slow-twich oxidative (metabolismo oxidativo), FG: fast-twich glycolytic (metabolismo
glicolitico), FOG: fast-twich oxidative-glycolytic (metabolismo oxidative-glicolitico), MHCI
(Cadeia pesada de Miosina I) e MHCII (Cadeia Pesada de Miosina Il).

2.1.8.1.2 Distribuicdo dos tipos de fibras musculares

Nos musculos de membros (biceps braquial, deltoide, triceps,
quadriceps, vasto lateral, gastrocnémio, séleo), as fibras do tipo | e Il
possuem, aproximadamente, o mesmo diametro (Eriksson et al., 1982;
Dubowitz; Sewry; Fitzsimons, 1985; Stal et al., 1987).

Segundo Eriksson et al. (1982), a proporcao de fibras musculares do
biceps braquial de um individuo saudavel é: Tipo | (41,7%), 1IB (29%), IIA
(19,4%), IIAB (9,4%) e IIC (0,5%), sendo bastante semelhante a proporgéo
nos outros musculos dos membros. Os musculos s6leo e gastrocnémio
possuem distribuicdes diferente da do biceps, devido as suas funcbes de
contracdes mais lentas e menos fatigaveis, com predominio de fibras do tipo
I. As propor¢des médias do musculo s6leo de um individuo saudavel séo: Tipo
I (92%), IIA (7%) e 11X (1%), enquanto que as do musculo gastrocnémio séo:
Tipo | (62%), 1A (22%) e 11X (16%).

Eriksson et al. (1982) publicaram a distribuigdo média do musculo
masseter em individuos saudaveis: Tipo | (67%), Tipo 1B (22%), IIM (7%), 1IC
(3%) e IIA (1%).
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2.1.8.1.3 Mutabilidade dos tipos de fibras

Brooke, Williamson e Kaiser (1971) observaram a producédo de grandes
agrupamentos de fibras do tipo | e Il sob condi¢des de reinervagéo, afirmando
que isto seria uma evidéncia indireta de que as unidades motoras s&o
uniformes e que a inervacao determina o tipo de fibras. Sugeriram que as
fibras do tipo IIA e 1IB eram independentemente inervadas. As fibras do tipo
[IC ndo foram encontradas no processo de reinervacao, sugerindo que seria
um tipo primitivo de fibra.

As unidades motoras de masculos lentos sdo mais constantemente
ativadas com uma frequéncia menor de disparo que 0os musculos rapidos. Isto
sugere que as diferencas entre as caracteristicas mecéanicas destes musculos
sao decorrentes de diferencas do padrao de atividade de seus nervos motores
(Dubowitz; Sewry; Fitzsimons, 1985).

Os efeitos de exercicios fisicos no padrdo histoquimico do musculo
esquelético sdo complexos, variaveis e dependem de diversos fatores
externos, incluindo o tipo de atividade fisica exercida, a intensidade, a
duracdo, o musculo estudado e a heranca genética (Fitts; Widrick, 1996).

Por meio de técnicas histoquimicas, um estudo analisou amostras
musculares de fetos humanos e observaram que, até a 202 semana de
gestacado, 100% das fibras musculares ainda eram indiferenciadas. Notou-se
que o numero de fibras indiferenciadas diminuia proporcionalmente ao
surgimento de fibras tipo I. Ap0s 0 nascimento, ocorria a continuacdo do
processo de maturacdo e diferenciagdo das fibras musculares, sendo mais
evidente no 1° ano de vida e estabilizando-se na vida adulta (Matsunaga,
2009).
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2.1.8.1.4 Miosina e suas isoformas

A tipagem das fibras musculares pode ser realizada pela analise da
composicdo das proteinas contrateis (miosina, actina, tropomiosina e
troponina).

A miosina corresponde a 54% das proteinas miofibrilares e € a principal
constituinte do filamento grosso, sendo altamente polimorfica. A molécula de
miosina é um hexamero, constituido de 2 cadeias pesadas (PM: 200kDa) e 4
cadeias leves (PM: 20kDa). Ela é concomitantemente uma proteina estrutural
e uma enzima, responsavel pela atividade da ATPase. Suas funcdes sédo o
ancoramento da linha Z e a contracdo muscular. As fibras musculares sao
classificadas de acordo com a sua caracteristica fisiolégica mais importante:
a velocidade de contracdo. As fibras musculares podem ser de 2 tipos: de
contracdo lenta e de contracdo rapida. Existem diferentes isoformas
guimiomecéanicas de miosina e ela constitui um bom marcador para distin¢cao
dos diferentes tipos de fibras funcionais. Portanto, no musculo adulto, as fibras
do tipo | de contracdo lenta expressam miosina lenta, enquanto as fibras do
tipo Il de contracdo rapida expressam miosina rapida ( Dubowitz; Sewry;
Fitzsimons, 1985; Bottinelli; Reggiani, 2000).

As fibras musculares apresentam alteracdes fenotipicas em resposta ao
padrdo do impulso nervoso, mas se admite também a existéncia de uma
regulacdo miogénica na sua determinacéao fenotipica. A regulacdo miogénica
durante o desenvolvimento ocorre da seguinte forma: mioblastos lentos
primarios apresentam miosina embrionaria e lenta, persistindo apenas a
miosina lenta na fibra muscular adulta. Ja os mioblastos rapidos primarios
apresentam miosina embrionaria e perinatal que séo trocadas pelas isoformas
rapidas nas fibras maduras. Portanto, a diferenciacdo entre fibras lentas e
rapidas ja ocorre na fase de mioblastos, época de inervacdo multipla,
apontando evidéncias de que exista uma regulacdo miogénica para esta
diferenciacdo (Gambke; Rubinstein, 1984; Kelly; Rubinstein, 1994).

A marcacéo pela isoforma da miosina de cadeia pesada (MyHC) pode
fornecer a indicacao precisa das propriedades das fibras melhor que no



2 Revisado de Literatura 23

processo enzimatico histoquimico pela adenosinatrifosfatase (ATPase). O
método da ATPase, particularmente no pH alcalino, detecta a atividade
enzimatica associada a mais de uma isoforma de miosina. Portanto, torna-se
dificil a determinacdo da dupla-marcacao por histoquimica enzimatica, sendo

necessaria analise por imuno-histoquimica (Piovesan et al., 2009).

2.1.8.2 Estrutura da parede lateral da faringe

Hollinshead (1994) se referiu aos musculos constritores superior, médio
e inferior da faringe como os principais componentes das paredes posterior e
lateral da faringe. Detalhou que sdo musculos pares que se rednem e se
inserem na linha média posterior formando a rafe faringea. Estes musculos
sao recobertos externamente por uma delgada fascia chamada bucofaringea,
enquanto que, na superficie interna ou luminar, sdo recobertos pela fascia
faringobasilar, a qual se apresenta bem marcada na regido mais alta da
faringe, tornando-se quase inexistente no nivel abaixo das tonsilas palatinas.
Descreveu, ainda, que o musculo constritor superior da faringe se insere na
base do cranio e na rafe faringea posterior, caminhando na direcdo antero-
inferior para se inserir na rafe pterigomandibular, mandibula e porc¢éo lateral
da base da lingua, formando os fasciculos pterigofaringeo, bucofaringeo,
milofaringeo e glossofaringe.

Okuda et al. (2008) realizaram um minucioso estudo de dissec¢do em
cadaveres visando descrever a anatomia do masculo palatofaringeo (MPF).
Neste trabalho, demonstraram que o MPF se origina nas regides cranial e
caudal do palato mole, sendo conectado a aponeurose palatal e a regiao
mediana do palato mole. Evidenciou-se, também, que ha variacdes
anatbmicas sutis, porém, pode-se afirmar que esse musculo tem intima
relacdo com os musculos elevador e tensor do véu palatino, o musculo
constritor superior da faringe e o eséfago.

Kuna e Smickley (1997) investigaram, por meio de eletromiografia, a
acdo do musculo constritor médio da faringe em 18 pacientes com SAOS
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grave e notaram que a atividade deste masculo decresce, ou desaparece, no
inicio das apneias e também durante o uso do CPAP nasal, e, ao término dos
episodios obstrutivos, apresenta ativacdo durante a inspiracdo, semelhante
ao comportamento dos dilatadores faringeos. Salientaram o conceito de que
a contracao dos constritores faringeos nao é necesséria para causar apneias
e sugeriram que, com a faringe fechada, a contracdo do musculo constritor

poderia reduzir a sua propria espessura e, paradoxalmente, dilatar a VAS.

2.1.8.3 Colapsabilidade da faringe

A colapsabilidade da faringe depende de fatores musculares e
neuromusculares. Sabe-se que a colapsabilidade faringea é maior em
individuos apneicos quando comparados aos pacientes normais (Genta et al.,
2014). Isto se verifica em estudos que avaliam a pressado critica de
fechamento da faringe (Pcrit), a qual é uma forma de medir a tendéncia ao
colapso da faringe. A Pcrit avalia as propriedades mecéanicas da faringe e de
tecidos circunjacentes, refletindo o componente anatémico que predispde ao
colapso da via aérea. Porém, mecanismos de compensacdo neuromuscular
também estdo envolvidos na génese da Pcrit (Younes, 2003).

A faringe é um tubo colapséavel interposto entre dois segmentos rigidos
(nariz e laringe). Desta forma, determinantes mecéanicos do calibre da faringe
durante o sono se assemelham aqueles que determinam o calibre de qualquer
tubo colapsavel. Um modelo de resistor de Starling (tubo colapsavel dentro de
uma caixa selada, interposto por duas extremidades rigidas) foi proposto para
explicar a relacéo entre presséo e fluxo da VAS (Genta et al., 2014).

A Pcrit é definida como a pressao aplicada no nariz em que ocorre o
colapso da faringe. A pressdo dentro da caixa e fora do tubo colapsavel
(estruturas ésseas e tecidos moles ao redor da faringe) € constante e consiste
na pressao tecidual (desde que néo haja atividade da musculatura dilatadora

da faringe). Quando a pressao da faringe € menor que a pressao tecidual,
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ocorre o colapso. Assim, a pressao tecidual é igual a Pcrit (Gold; Schwartz,
1996).

Em analogia com o IAH para estratificacdo da gravidade da SAOS,
também foi descrito um espectro da Pcrit progressivamente positivo em
individuos normais, portadores de ronco, hipopneias e apneias. Como
individuos normais possuem uma Pcrit proxima de -8cmH20, estima-se que
seja necessaria uma diferenca entre a pressao nasal e a Pcrit de, pelo menos,
8cmH20 a fim de abolir a apneia obstrutiva do sono (AOS) (Gold; Schwartz,
1996).

Isono et al. (1997) realizaram um estudo com 17 pacientes normais que
irlam se submeter a procedimentos sob anestesia geral ndo relacionados a
AQOS, 18 pacientes apneicos leves/moderados (grupo 1) e 22 com AOS grave
(grupo 2) que iriam se submeter & uvulopalatofaringoplastia para tratamento
de distarbios respiratérios obstrutivos do sono. Apés relaxamento muscular
completo proveniente da anestesia geral, determinou a Pcrit destes pacientes,
assim com a area seccional maxima nestas condi¢cdes em que foi abolido
controle neuromuscular. Observaram entéo que o Pcrit foi de -4,35cmH20 em
normais, de 0,56cmH20 no grupo 1 e de 2,23cmH20 no grupo 2, além de
verificarem que a area seccional maxima foi maior nos individuos néo
apneicos. Verificou-se, entdo, que, sob condicdes em que o controle
neuromuscular foi abolido, a colapsabilidade faringea € maior em individuos

apneicos.

2.1.8.4 Alteracdes histologicas na musculatura da parede lateral da faringe
em pacientes apneicos

Smirne et al. (1991) estudaram o musculo constritor médio da faringe em
13 homens submetidos a laringectomia total por carcinoma laringeo. Todos
eram fumantes, 4 com historia prévia de roncos habituais e 9 ndo roncadores.
Verificaram predominio de fibras do tipo I1A nos 2 grupos, sendo que o grupo
de roncadores possuia uma proporcao significativamente maior desse tipo de

fibra muscular. Ao comparar esta distribuicdo com a do musculo de membros
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em individuos normais, notou-se que a proporcdo dos tipos de fibras era
semelhante, porém com o diametro da fibra muscular diminuido no constritor
meédio da faringe.

Woodson, Garancis e Toohill (1991) estudaram amostras de Gvula e
parte distal de palato mole (musculo palatoglosso) de 8 pacientes divididos
entre roncadores sem SAOS e com SAOS grave submetidos a
uvulopalatofaringoplastia, e de 4 cadaveres sem histOria prévia de roncos
continuos. Demonstraram alteracdes musculares como fibrose intersticial,
com atrofia e/ou hipertrofia das fibras musculares, tantos nos pacientes
roncadores como nos apneicos, sem diferenca estatisticamente significativa
dos achados entre 0s grupos. Sugeriram que estas alteracdes seriam
consequentes ao trauma vibratério causado pelo ronco, e que a hipertrofia
muscular, se ocorrer de forma disseminada, poderia espessar as paredes
musculares, afetando a permeabilidade da faringe:

Edstrom, Larsson e Larsson (1992) analisaram amostras de musculo
palatofaringeo em 8 pacientes submetidos a uvulopalatofaringoplastia por
SAOS e em 7 individuos controles sem histoéria clinica de SAOS submetidos
a amigdalectomia por amigdalite crénica. Verificaram que os pacientes
apneicos possuiam aumento do padrdo dispersivo das fibras musculares,
atrofia fascicular, estrutura interna irregular das fibras musculares e desordem
muscular neurogénica.

Séries et al. (1996) analisaram musculos da Uvula e genioglosso em 17
pacientes apneicos e em 11 roncadores primarios coletados em
uvulopalatofaringoplastia. Verificaram que a distribuicdo dos tipos de fibras
musculares no musculo da uvula foi semelhante entre os grupos, com claro
predominio de fibras do tipo II, especialmente fibras do tipo IIA. Ndo se
verificou diferenca da distribuicéo dos tipos de fibras entre os grupos quando
se analisou 0 GG, porém notaram predominio de fibras do tipo Il e lIA, embora
em magnitude menor quando comparado ao musculo da Gvula.

Sekosan et al. (1996) identificaram um aumento da contagem de células

inflamatorias na mucosa da Uvula de pacientes com SAOS. Supuseram que a
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inflamacdo contribuia para a oclusdo da VAS durante o sono nestes
pacientes.

Ferini-Strambi et al. (1998) analisaram morfologicamente o musculo
constritor médio da faringe, por meio de biépsias em 22 pacientes com SAOS
e sem historia de roncos ou AOS, com neoplasia de laringe durante
laringectomia total. Notaram uma desproporcdo entre os tipos de fibras
musculares, com alto percentual de fibras de contracao rapida, tipo IIA e baixo
percentual de fibras de contracdo lenta, tipo |, nos pacientes com SAOS.
Acrescentaram ao estudo a andlise da bidpsia do musculo vasto lateral, e
verificaram proporcionalidade na distribuicdo dos tipos de fibras entre os dois
grupos. Inferiram, entdo, que essa patologia muscular seletiva da faringe de
pacientes com SAOS fosse decorrente de uma adaptacdo das fibras
musculares induzida pela sobrecarga de atividade requerida nestes
pacientes.

Friberg et al. (1998) realizaram bidpsias do musculo palatofaringeo em
21 pacientes com roncos e/ou SAOS submetidos a uvulopalatofaringoplastia
e em 10 pacientes controles submetidos a tonsilectomia. Todos do sexo
masculino. As amostras foram fixadas a partir do método de congelacéo. A
analise morfolégica mostrou grande variabilidade no tamanho das fibras
musculares e de fibras rompidas, além de sinais especificos de leséo
neurogénica, denotada pela atrofia muscular, em grau significativamente
aumentado nos doentes, enquanto que os controles exibiram anormalidades
leves. Mostraram que o grau destas alteragdes morfoldgicas se correlacionou
diretamente com o tempo de ronco durante a noite, concluindo que essas
alteracdes eram originadas do trauma vibratério do ronco nesses pacientes.
Quando se verificou a distribuicdo dos tipos de fibras musculares, ndo se
notou diferenca estatistica entre os grupos.

Stdl e Lindman (2000) estudaram amostras dos musculos
palatofaringeo, da Gvula, elevador do véu palatino, tensor do véu palatino,
biceps braquial, musculo do primeiro interésseo distal e zigomatico maior, de
2 homens e 3 mulheres. Essas amostras foram coletadas post mortem, e os

pacientes ndo tinham historia de disturbios respiratorios obstrutivos do sono.
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Verificaram que, nos musculos palatofaringeo, da Gvula e zigomético, existia
um predominio significativo de fibras do tipo Il. Concluiram, entdo, que cada
musculo faringeo possuia caracteristica individualizada, com semelhancas
histologicas maiores com os musculos faciais em comparagdo aos musculos
dos membros.

Lindman e Stal (2002) analisaram os musculos palatofaringeo e da Givula
de 11 pacientes submetidos a uvulopalatofaringoplastia com roncos e/ou
SAOS e 5 cadaveres como controles, e perceberam uma distribuicdo
patologica dos tamanhos das fibras musculares, aumento da proporcao de
fibras musculares tipo IIA e achados compativeis com miopatia, com sinais de
injuria e regeneracao tecidual, nos pacientes apneicos.

Boyd et al. (2004) encontraram evidéncias de um processo ativo de
denervacdo e reinervacdo, e um aumento de células inflamatérias em
amostras de musculos dos pilares tonsilares e/ou palato mole dos pacientes
com SAOS, em relacdo aos controles ndo roncadores. Sugeriram que estes
distarbios neurais eferentes poderiam produzir disfuncdo contratil e fraqueza
muscular, contribuindo para a etiopatogenia da SAOS.

Séries, Chakir e Boivin (2004) compararam morfologicamente, por meio
de analise histoquimica, a musculatura da Uvula em pacientes com SAOS e
em roncadores, e notaram que, apesar dos pacientes com SAOS exibirem
uma alta proporcao de fibras tipo IIA, a frequéncia de distribuicdo por area das
fibras musculares entre os dois grupos foi semelhante. Sugeriram que as
apneias nao pareciam causar um dano adicional a via aérea, comparado ao
trauma vibratorio do ronco independentemente.

Dantas et al. (2012) realizaram um estudo com 38 pacientes portadores
de SAOS e com 13 controles ndo roncadores e nao apneicos, todos
realizaram polissonografia de noite inteira, ndo eram obesos e eram de ambos
0s sexos. Analisaram a MEC de fragmentos de MCSF obtidos por meio de
cirurgias faringeas; faringoplastia lateral e uvulopalatofaringoplastia em
apneicos, e amigdalectomia nos pacientes controles. Os fragmentos
musculares eram retirados das tonsilas palatinas extraidas nas 3 cirurgias, ja

que o MCSF fica aderido as amigdalas apds o procedimento. Apés a fixacao
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deste musculo, analisou-se a MEC por meio de andlises histoquimica, imuno-
histoquimica e morfolégica. Os principais achados do estudo foram que o
colageno tipo | estava aumentado na MEC dos apneicos de forma
estatisticamente significativa. Sabe-se que o colageno tipo | aumenta com a
idade, porém, ao se realizar regressdo logistica, verificaram que,
independentemente da faixa etaria, o colageno tipo | estava aumentado em
apneicos. Este artigo ganhou editorial da revista Sleep justamente por incluir
um dado importante no fator muscular para tentar entender a fisiopatologia da
SAOS. A partir deste achado, os autores formularam a hipotese de que o
aumento do coldgeno no MCSF poderia deixar a faringe com menos
elasticidade. Esta reducdo da propriedade elastica deste musculo, a
semelhanca daquela observada no miocardio com mais colageno tipo I, a qual
apresenta menor enchimento ventricular, poderia reduzir a expansao faringea
na expiragédo, levando a um menor volume da VAS durante a inspiragao
subsequente, contribuindo para o colapso faringeo durante os eventos
obstrutivos da AOS

Shi et al. (2016) analisaram o MCSF aderidos as tonsilas palatinas
retiradas em cirurgias faringeas de 28 homens, sendo 18 portadores de SAOS
e 10 portadores de amigdalite crénica. O foco do estudo foi identificar
goticulas de lipideos no interior das fibras musculares visualizadas por meio
de microscopia eletrénica em coloracéo de azul de metileno. Verificaram que
o grupo de individuos apneicos possuia significativamente quantidade maior
de goticulas de gordura no interior das fibras musculares, e que essa
guantidade era diretamente proporcional ao IAH. As fibras musculares dos
pacientes controles ndo apresentaram essas goticulas. Os grupos possuiam
IMC similares e os autores concluiram que essa infiltracdo gordurosa poderia
contribuir para diminuir a eficiéncia contratii desse musculo e, portanto,

contribuir para a etiopatogenia da SAOS.
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3 OBJETIVOS

Verificar se a constituicdo estrutural dos musculos palatofaringeo e
constritor superior da faringe pode ter implicacdes na fisiopatologia da SAOS

por meio de:

1. Caracterizacao da distribuicdo dos tipos de fibras musculares e do
espaco intercelular; e prevaléncia de fibras hibridas na musculatura
de pacientes sem SAQS;

2. Caracterizacao da distribuicdo dos tipos de fibras musculares e do
espaco intercelular; e prevaléncia de fibras hibridas na musculatura
de pacientes com SAQS;

3. Analise das possiveis alteracdes nos tipos de fibras musculares, no
espaco intercelular e na prevaléncia de fibras hibridas dos
pacientes com SAOS em relagcédo aos sem SAOS.
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4  MATERIAIS E METODOS

Este € um estudo prospectivo e individualizado realizado pela Clinica
Otorrinolaringolégica do Hospital das Clinicas da Universidade de Sao Paulo,
com aprovacdo da Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa
(CAPPesq), Protocolo Namero 0698/11, no dia 14/12/2011 e publicado no dia
16/12/2011 (ANEXO A).

4.1 Casuistica

O estudo contou com 17 pacientes portadores de SAOS grave, 7
pacientes portadores de Ronco Primario, e 4 controles ndo roncadores e nao
apneicos, atendidos na Divisdo Otorrinolaringologica do Hospital das Clinicas

da Universidade de Sao Paulo.

4.1.1Grupo de estudo (apneicos)

4.1.1.1 Critérios de Inclusao

1- Portadores de SAOS grave (IAH > 30), diagnosticados por
polissonografia de noite inteira tipo 1;

2-  Sexo masculino exclusivamente;

3-  indice de Massa Corporal menor que 35 (IMC<35Kg/m?);

4-  Anatomia faringea que apresente qualquer classificacdo de
Malampatti Modificado por Friedmann com tonsilas palatinas
classificadas com grau 1 ou 2. Essa classificacdo seguiu 0s

parametros publicados (Friedman; Ibrahim; Joseph, 2004).
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Pacientes que aceitaram participar da pesquisa, e que assinaram
os Termos de Ciéncia e Consentimento (TCC) e o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO C);

Faixa etaria entre 18 e 55 anos de idade;

Pacientes com indicagcdo de cirurgia faringea (Faringoplastia
Lateral) para tratamento do Disturbio Respiratorio Obstrutivo do
Sono. No momento da indicacao cirargica, que seguiu 0s critérios
adotados pela literatura, foram oferecidos outros tratamentos nao
cirirgicos. Os pacientes com indicagcdo de cirurgia faringea
optaram pelo tratamento cirdrgico ap0s minuciosa orientacao
guantos aos riscos/beneficios de todos os tratamentos adequados

(cirargicos e nao cirargicos) para a doenca do paciente em questao.

4.1.1.2 Critérios de exclusao

1- Pacientes que utilizavam medicagdes com acao no Sistema Nervoso
Central (SNC);

2- Pacientes que optaram por tratamento nao cirurgico;

3- Portadores de doencas neuromusculares;

4- Portadores de hipotireoidismo nédo tratado ou com tratamento

iniciado ha menos de 1 ano da proposta terapéutica;

5- Pacientes que realizaram cirurgias orofaringeas prévias.

4.1.2 Grupo-controle (ndo apneicos)

4.1.2.1 Critérios de inclusdo

1-
2-

Pacientes do sexo masculino;

Faixa etaria entre 18 e 55 anos de idade;
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Portadores de Ronco Primario, com indice de apneia-hipopneia
(IAH) = 5, sem sonoléncia excessiva diurna; com indicacao de
cirurgia faringea (Faringoplastia Lateral) para tratamento do
Disturbio Respiratorio Obstrutivo do Sono. No momento da
indicacao cirargica, que seguiu os critérios adotados pela literatura,
foram oferecidos outros tratamentos nédo cirargicos. Os pacientes
com indicacdo de cirurgia faringea optaram pelo tratamento
cirdrgico apdés minuciosa orientacdo quantos aos riscos/beneficios
de todos os tratamentos adequados (cirdrgicos e nao cirirgicos)
para a doenca do paciente em questao.

Pacientes com indicacdo de amigdalectomia por amigdalite crénica
caseosa que foram submetidos a polissonografia tipo 1, com IAH<5
e roncos ausentes;

Anatomia faringea com qualquer classificacdo de Malampatti
modificado e com tonsilas palatinas classificadas como grau 1 ou 2
(Friedman; Ibrahim; Joseph, 2004);

Escala de Sonoléncia de Epworth menor que 10 (Anexo 2);
Pacientes que aceitaram e assinaram o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido acerca da pesquisa proposta (Anexo 3).

4.1.2.2 Critérios de exclusao

1-

Histéria prévia de roncos noturnos relatados pelo companheiro de
quarto para os pacientes portadores de amigdalite crénica caseosa
com indicagédo de amigdalectomia;

Portadores de doengas neuromusculares;

Pacientes que utilizavam medica¢des com agédo no SNC,;
Pacientes portadores de deformidades craniofaciais evidentes ao
exame clinico;

Portadores de Hipotireoidismo ndo tratado ou com inicio de

tratamento ha menos de 1 ano da cirurgia proposta;
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6- Pacientes que ndo aceitaram participar da pesquisa;
7- Pacientes que dormiam sem a presenca de um companheiro de
guarto no caso dos portadores de amigdalite cronica caseosa néo

roncadores e nao apneicos.

ESCLARECIMENTO:

Os pacientes tanto do grupo de estudo quanto do grupo-controle foram
previamente convocados ao ambulatério da Clinica Otorrinolaringologica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo (HC-FMUSP), em que foram explicados ao paciente todos os
procedimentos envolvidos na pesquisa, desde a obtencdo do material de
estudo até a divulgacao dos resultados, conforme explicitados nos termos de

consentimentos livres e esclarecidos.

4.2 Métodos

4.2.1Avaliacao pré-operatoéria

POLISSONOGRAFIA DE NOITE INTEIRA TIPO 1: foi realizada em
todos os pacientes no periodo pré-operatorio. Os exames de polissonografia
foram realizados no Instituto do Sono da Escola Paulista de Medicina da
Universidade Federal de S&o Paulo e no Laboratorio do Sono da clinica
otorrinolaringoldgica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo, pelo Sistema Unico de Salide.

AVALIACAO CLINICA: foi realizada por meio da anamnese e da
aplicacdo da Escala de sonoléncia de Epworth. No exame fisico, iniciado pela
oroscopia, foram graduados a posicdo do palato e o tamanho das tonsilas
palatinas de acordo com a classificacéo proposta (Friedman; Ibrahim; Joseph,
2004). O IMC foi calculado (massa do individuo dividido pelo quadrado de sua

altura em kg/m?).
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4.2.2Procedimentos cirurgicos

TONSILECTOMIA PALATINA: realizou-se disseccéo extracapsular das
tonsilas palatinas bilateralmente com pingas frias, e fez-se cauterizagdo com
cautéreo bipolar para hemostasia das lojas tonsilares. A sutura entre os
pilares anterior e posterior foram feitas com fio vycril 2.0, sem tenséo e
bilateralmente, em todos os pacientes.

FARINGOPLASTIA LATERAL (FL): a técnica realizada incluiu
tonsilectomia bilateral e a remocdo do canto palatal incluindo mucosa e
musculo palatoglosso, para exposicdo da parede lateral. Cria-se um plano de
disseccédo entre os musculos constritor superior da faringe e palatofaringeo,
separando-os. Realiza-se a miotomia do muasculo constritor superior da
faringe até a regido medial da loja tonsilar e a miotomia do musculo
palatofaringeo em sua por¢cdo mais caudal. Sutura-se a loja tonsilar, aplica-se
cola de fibrina no espaco entre as suturas e faz-se a incisdo de alivio com
bisturi de lamina fria bilateralmente entre a parede posterior e lateral da faringe
(Cahali, 2003; Cahali et al., 2004).

4.2.3Coleta do material e preparacao histolégica

O material estudado (musculo constritor superior da faringe — MCSF — e
musculo palatofaringeo — MPF) foi obtido no intraoperatério, por meio da
remocgdo de um fragmento do musculo constritor superior da faringe e do
musculo palatofaringeo. E importante salientar que a coleta dos fragmentos
musculares ocorreu em musculos ja manipulados nas cirurgias, sendo
incluidos nas suturas da tonsilectomia das palatinas e seccionados na FL,
sempre do lado direito. Os materiais estudados tinham dimensdes de,
aproximadamente, 0,4cm de largura, 0,8cm de comprimento e 0,4cm de
espessura, e foram transportados em gazes levemente umedecidas com
solucao fisiologica 0,9% e congelados em tempo menor que 3 horas (Figura
3). Todos os fragmentos musculares foram retirados do lado direito do
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paciente e, aproximadamente, na mesma localizacdo (Figuras 1 e 2). O
processo de congelacdo muscular foi realizado com o posicionamento
longitudinal do fragmento muscular, sendo seccionado em cortes transversais
resultando, em média, trés a seis blocos. Estes fragmentos foram fixados com
cola plastica em rolhas de cortica devidamente numeradas no verso,
seccionadas no sentido transversal das fibras musculares, envolvidos em
talco e congelados em nitrogénio liquido (— 170 graus Celsius) (Figura 4),
sendo armazenados em frascos plasticos devidamente identificados em
tambores de nitrogénio liquido. Os cortes histolégicos sequenciais foram
obtidos em criostato a uma temperatura de -25 graus Celsius com uma
espessura de 6micra, fixados em laminas que foram previamente preparadas
com polilisina e armazenados em freezer com temperatura de -80 graus

Celsius.

Figura 1 - Localizacéo da coleta do fragmento do musculo constritor superior
da faringe (retangulo de cor vermelha) (adaptado de Cahali MB. Lateral
Pharyngoplasty. In Friedman M. Snoring and Sleep Apnea, 2008) (Friedman,
2008)
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Figura 2 - Local da resseccdo do fragmento do musculo palatofaringeo
(retangulo de cor vermelha) (adaptado de Cahali MB. Lateral Pharyngoplasty
In Friedman M. Snoring and Sleep Apnea, 2008) (Friedman, 2008)

oA

Figura 3 - Fragmentos musculares obtidos no intraoperatorio e colocados em
gazes umedecidas com soro fisiol6gico 0,9% para serem transportados e
congelados em menos de 3 horas apds a remocgéo.
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Figura 4 - Processos de fixacdo em rolha de cortica e congelagdo em
nitrogénio liquido.

4.2.3.1 Estudo histolégico

O estudo histopatolégico foi realizado com as seguintes coloracdes
histol6gicas: hematoxilina e eosina (HE) e tricbmio de Gomori modificado
(Gomori). Estas reacbes foram realizadas por ocasido do diagndstico,
permitindo analisar a morfologia das fibras musculares e elementos néo
contrateis como tecido adiposo, tecido conjuntivo, nervos, vasos sanguineos,
ndcleo e estruturas anormais nas fibras musculares (Duowitz; Sewry;
Fitzsimons, 1985).

Hematoxilina-Eosina € uma técnica de coloracdo histolégica utilizada
para avaliar o padrao geral das fibras musculares, tanto na organizacéo basica
do tecido quanto nas estruturas celulares. A coloragéo por HE mostra as fibras
em rosa, o tecido conjuntivo em rosa claro e o nacleo em azul (Dubowitz;

Sewry; Fitzsimons, 1985).
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Na coloracdo Tricomico de Gomori modificado, observam-se as fibras
musculares em azul esverdeado, o colageno um pouco mais claro e o nucleo
em violaceo. A mielina do nervo em tons de vermelho e os ax6nios azulados.
As mitocondrias distinguem-se pelo pontilhado vermelho (Dubowitz; Sewry;
Fitzsimons, 1985).

4.2.3.2 Estudo imuno-histoquimico

O estudo imuno-histoquimico das fibras musculares foi realizado por
método de imunoperoxidase StreptABComplex/HRP (kit Dako), por meio de
anticorpos comerciais primarios especificos (antimiosina rapida e antimiosina
lenta) para as proteinas estudadas.

A titulacdo para cada anticorpo foi determinada pela experimentacao de
diluicdes realizadas nos musculos dos controles normais. As reacdes de
imunoperoxidase foram feitas em todos os musculos dos pacientes dos
grupos de estudo e em todos os musculos dos controles normais.

A técnica de imunoperoxidase StreptABComplex/HRP (kit Dako) foi
realizada em material de bidépsia muscular congelado em nitrogénio liquido,
em cortes de 6 micrbmetros em laminas com poli-L-lisina (0,1%), dos tecidos
congelados em nitrogénio liquido, na diluicdo 1:100, segundo o protocolo a

seqguir:

1. Bloqueio da peroxidase enddégena com agua oxigenada a 1% em
PBS por 30 minutos;

2. Incubacdo com anticorpo primario (especifico para o antigeno),
diluido em solug&o de albumina a 1% e azida sodica a 0,1% em
PBS, em camara umida durante 18 horas (overnight) a 4°C;
Lavagens (3x) em tampéao PBS, durante 5 minutos cada banho;
Incubacdo com anticorpo secundario (especifico para a espécie
animal em que foi produzido o anticorpo primario), em camara

umida: 30 minutos a 37°C. Na reagdo com Complexo Avidina-
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biotina-peroxidase (ABS), o anticorpo secundario deve estar
biotinilado;

Lavagens (3x) em tampéao PBS;

Lavagem durante 10 minutos com solugdo Tris;

7. Revelacdo com substrato cromogénico (diaminobenzidina 60mg%
em PBS + 2,0ml de 4gua oxigenada 10 volumes); 3 a 5 minutos, a
37°C;

8. Lavagens em agua corrente e destilada;

Contracoloragéo (leve) em Hematoxilina (de Harrys ou Mayer)
durante 1 minuto;

10. Lavagens em agua corrente e destilada;

11. Desidratacdo dos cortes em: alcool 70%, alcool 95%, alcool

absoluto (3x), xilol (3x) e montagem com Enterllan.

4.2.3.3 Histograma da distribuicéo dos tipos de fibras musculares por meio de
analise imuno-histoquimica

Apés realizar-se a preparacdo das laminas de reacdo imuno-
histoquimica especifica para expressdo das proteinas de miosina do tipo |
(fibra lenta) e de miosina do tipo Il (fibra rapida), fez-se a contagem das fibras
musculares para se estabelecer a distribuicdo dos tipos de fibras musculares
nas amostras. E importante salientar que, para se proceder essa analise,
corta-se o fragmento muscular de forma subsequente, sendo que em uma
lamina se faz a reagdo imuno-histoquimica para miosina tipo | e, na seguinte,
se faz para reacdo imuno-histoquimica para miosina do tipo Il.

A determinacao do histograma de distribuicdo do tipo de fibra muscular

seguiu o seguinte protocolo:

- fotografaram-se todos os campos de cada fragmento coletado com
objetiva de 40x;
- procedeu-se a contagem das fibras musculares em corte

transversal de todos os campos fotografados;
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- a contagem das fibras musculares procedeu-se da seguinte forma:

- contaram-se todas as fibras musculares positivamente reativas
para miosina do tipo | ou do tipo Il, respectivamente em cada
preparacao e todas as fibras ndo marcadas em cada fragmento. Ou
seja, na lamina preparada para reacéo do tipo I, contaram-se as
fiboras coradas para esta reacdo, e, na lamina preparada para
reacao do tipo Il, contaram-se as fibras coradas para esta reacao.
Foram contadas apenas as fibras parcialmente representadas em
cada fotografia nas margens superior e direita, excluindo-se da
contagem as fibras com exposicao parcial das regides inferior e
esquerda;

- na reacdo para marcacdo imuno-histoquimica especifica para
miosina do tipo | ou do tipo Il, contaram-se todas as fibras
musculares marcadas e ndo marcadas pela reacéo;

- realizou-se o célculo da proporcéo seguindo a seguinte férmula:

- numero de fibras marcadas pela reacéo (tipo | ou tipo Il)/namero
total de fibras = proporcéo de fibras marcadas para tipo | ou Il (%);

- a contagem foi realizada por 2 observadores, analise cega, sendo
que as diferencas interobservadores e intraobservador foram

menores que 10%.

Apos a determinacdo da proporcdo dos tipos de fibras musculares,
realizou-se a soma da porcentagem de fibras marcadas pela miosina lenta
(fibras do tipo 1) e pela miosina rapida (fibras do tipo II).

Quando a somatoria dessas porcentagens ultrapassou 110%,
considerou-se a presenca de fibras hibridas, com marcacgdo positiva para

ambos anticorpos (miosina lenta e rapida).



4 Materiais e Métodos 44

4.2.3.4 Analise do espaco intercelular

A coloracao de Tricobmio de Gomori modificada € especialmente Gtil para
se analisar o espaco intercelular (tecido conjuntivo) dos tecidos musculares.

A andlise quantitativa do espaco intercelular foi realizada por dois
observadores independentes na coloracéo de Tricobmio de Gomori modificado,
segundo o seguinte protocolo:

- aumento de 40x;

- dividiu-se o campo em quatro quadrantes;

- atribuiu-se grau 0 na auséncia de aumento do espaco intercelular,
estando as fibras musculares proximas umas as outras (Figura 5) e grau 3
(Figura 6) quando o espaco intercelular foi maximo apds se analisar todos 0s
cortes. A partir dai, determinaram-se os graus intermediérios, denominados
graus 1 e 2.

- 0 score final foi atribuido pela média aritmética do valor obtido

em cada quadrante.

Figura 5 - Espaco intercelular classificado como grau O na coloragcéo de
Gomori.
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Gomori.

Figura 7 - Exemplo da classifiagéo dos 4 quadrantes e da média aritmética
final (quadrante 1=2, quadrante 2=2, quadrante 3=2, quadrante 4=1, score
final= 1,75.

4.2 4 Andlise estatistica dos dados

A hipotese nula foi rejeitada com um nivel de significancia de até 0,05.
Um valor de p inferior a 0,05 foi considerado estatisticamente significante.

Foi realizada analise descritiva com apresentacdo de medidas de
posicdo e dispersdo para variaveis numeéricas para 0s dados gerais da
amostra dos grupos.

Foram utilizados testes ndo paramétricos devido ao tamanho da amostra
e auséncia de distribuicdo normal das variaveis.

Para comparacédo de medidas numéricas avaliadas nos 2 musculos nos
individuos sem SAOQOS, foi utilizado o teste de Wilcoxon para amostras

relacionadas.
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Para comparacéo de proporc¢des, foi utilizado o teste exato de Fisher.
No que tange a comparacdo de medidas numéricas entre 2 grupos

(apneicos e néo apneicos), foi utilizado o teste de Mann-Whitney.
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5 RESULTADOS

As caracteristicas antropométricas, clinicas e polissonograficas dos
pacientes dos dois grupos estudados estdo descritos na Tabela 1 e
demonstradas no Gréfico 1.

N&o houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos sem
SAOS e com SAOS no que tange a faixa etaria, sendo que o grupo de
pacientes ndo apneicos tendeu a ser mais jovem que o grupo dos apneicos
(p=0,0506). Verificou-se que o IMC dos pacientes com SAOS foi mais elevado
guando comparado ao dos nao apneicos (p=0,0012), sendo que 0s 2 grupos
apresentaram média e mediana de IMC inferior a 30. Todos os dados
polissonogréficos analisados apresentaram diferenga estatisticamente
significante entre os 2 grupos. O IAH foi mais elevado no grupo portador de
SAOS (p<0,0001), a saturacdo minima de oxiemoglobina foi mais baixa no
grupo de pacientes apneicos (p<0,0001) e a saturacdo média da
oxiemoglobina também foi inferior no grupo com SAOS (p=0,004).

Tabela 1 - Dados antropométricos, clinicos e polissonograficos dos dois
grupos de pacientes.

GRUPOS
DADOS
Sem SAOS* Com SAQOS* p**
Idade (anos) 31 39,76 0,0506
IMC (Kg/m?) 24,31 29,47 0,0012
Sexo (M/F) 11/0 17/0 <0,0001
IAH (eventos/hora) 3,13 48,65 <0,0001
Nadir O2 (%) 91,09 75,06 <0,0001
02 médio (%) 95,66 92,51 0,004

IMC = indice de massa corpérea; |IAH = indice de apneia-hipopneia; Nadir O2 = saturacao
minima de oxiemoglobina; O2 médio: saturacdo média de oxiemoglobina

*valor correspondente a média

**teste Mann-Whitney
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Gréfico 1 - Representacdes gréficas dos dados antropométricos, clinicos e
polissonogréaficos nos grupos de pacientes sem e com SAOS.
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Os dados referentes ao total de fibras musculares contadas em cada
reacao imuno-histoquimica (miosina lenta, tipo | e miosina rapida, tipo Il) estdo
expostos nas tabelas 2 e 3. Calculou-se a média aritmética da contagem
realizada pelos 2 observadores. Nao houve diferencas estatisticas entre o
namero de fibras contadas em cada reagdo imuno-histoquimica entre os dois
musculos analisados (MPF e MCSF) no grupo de pacientes sem SAOS
(Tabela 2). Da mesma forma, ndo houve diferenca estatistica entre 0 nimero
de fibras contadas dos mesmos musculos (MPF e MCSF) entre 0s grupos sem
e com SAQOS (Tabela 3).

Tabela 2 — Numero total de fibras musculares contadas nos MPF e MCSF em
individuos sem SAOS nas duas reacdes imuno-histoquimicas.

Musculos
RIEEIEED LI D MPF* MCSF* pr
histoquimica
Miosina 1 594,71 617,84 0,9658
Miosina 2 612,97 860,05 0,3652

MPF = musculo palatofaringeo, MCSF = musculo constritor superior da faringe
*valor correspondente a média
**teste Wilcoxon

Tabela 3 - Numero total de fibras musculares contadas nas rea¢6es imuno-
histoquimicas para miosina lenta (tipo 1) e miosina rapida (tipo Il) nos dois
musculos estudados (MPF e MCSF) em individuos sem e com SAOS.

Musculos
Rﬁ_agao ltine- Mdsculos Sem SAOS*  Com SAOES* p**
istoquimica
o MPF 594,71 565,60 0,7067
Miosina 1
MCSF 617,84 808,78 0,5724
o MPF 612,97 906,22 0,2396
Miosina 2
MCSF 860,05 1088,24 0,7778

MPF = musculo palatofaringeo, MCSF = musculo constritor superior da faringe
*valor correspondente a média
**teste Mann-Whitney

Com a finalidade de verificar se ha diferencas entre os 2 musculos
analisados (MPF e MCSF) em individuos sem SAQOS, comparou-se a
distribuicdo dos tipos de fibras musculares entre os 2 musculos. Os dados
estdo expostos na Tabela 4 e podem ser visualizados na Figura 8. Nao houve

diferenca estatisticamente significativa entre os dois musculos analisados no
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gue tange a distribuicéo dos tipos de fibras musculares, demonstrando que os
dois musculos possuem composicdo de fibras semelhantes em individuos
sem SAQOS.

Tabela 4 - Distribuigéo dos tipos de fibras musculares nos MPF e MCSF em
individuos sem SAQOS.

Musculos
Reacé&o-histoquimica MPF (%)* MCSF (%)* p**
Miosina 1 26,23 24,82 0,94
Miosina 2 82,06 84,85 0,97

MPF = musculo palatofaringeo, MCSF = musculo constritor superior da faringe
*valor correspondente a meédia
**teste de Wilcoxon

Analisou-se o valor do espaco intercelular entre as fibras musculares dos
MPF e MCSF nos individuos sem SAOS. O aumento no espaco intercelular
significa maior presenca de tecido conjuntivo e maior variabilidade do calibre
das fibras musculares. Os resultados podem ser visualizados na Figura 8. A
partir destes dados, verifica-se que o0 espaco entre as fibras musculares do
MPF dos individuos sem SAOS é maior quando comparado ao do MCSF, com
valor de p estatisticamente significante (p=0,01).
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Figura 8 - Comparagdo dos musculos constritor superior da faringe e
palatofaringeo quanto a distribuicdo dos tipos de fibras musculares e quanto
ao valor do espaco intercelular das fibras musculares em individuos sem
SAOS. Exemplos de comparac¢éao das laminas entre os dois masculos coradas
com HE, Gomori, Imuno-histoquimica para Miosina | e para Miosina Il
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a) Comparacao da distribuicdo dos tipos de fibras entre o MCSF e
MPF;

b) Comparacao do espaco intercelular entre o MCSF e MPF,;

c) Léamina de MCSF corada com HE;

d) Léamina de MPF corada com HE;

e) Lamina de MCSF corada com Gomori;

f)  Lamina de MPF corada com Gomori;

g) Lamina de MCSF corada na reacdo imuno-histoquimica para
Miosina I;

h)  Lamina de MPF corada na rea¢do imuno-histoquimica para Miosina
l;

)] Lamina de MCSF corada na reacdo imuno-histoquimica para
Miosina Il;

)] Lamina de MPF corada na reag&o imuno-histoquimica para Miosina
Il.

*valor de p calculado pelo teste de Mann-Whitney.
**A . U. Arbitrary Unity; F.M. Fast myosin; S.M. Slow myosin

Analisou-se, também, a distribuicdo dos tipos de fibras musculares
através de reacdo imuno-histoquimica para miosina lenta (tipo 1) e para
miosina rapida (tipo 1) dos musculos palatofaringeo e constritor superior da
faringe nos individuos com e sem SAOS. A comparacgao entre 0s 2 grupos no
MPF esta demonstrada na Tabela 5 e pode ser visualizada na Figura 2,
engquanto que os resultados verificados no MCSF também se encontram na
Tabela 6 e podem ser visualizados na Figura 3.

A distribuicao dos tipos de fibras musculares no MPF foi similar entre os
grupos (p=0,74 para miosina lenta e p=0,34 para miosina rapida). Quando se
analisou a distribuicdo no MCSF, verificou-se que a porcentagem de fibras do
tipo 1 foi semelhante estatisticamente (p=0,86), porém, constatou-se uma
tendéncia de reducdo de fibras do tipo 2 nos individuos apneicos, sem
significancia estatistica (p=0,08).
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Tabela 5 - Distribuicdo dos tipos de fibras musculares nos musculos
palatofaringeo e constritor superior da faringe em individuos com e sem
SAOS.

GRUPOS
Musculos Reacéo Sem SAOS (%) Com SAOS (%) p**
MPE Miosina 1 26,23 26,62 0,7419
Miosina 2 82,06 74,23 0,32
Miosina 1 24,82 24,92 0,86
MCSF .
Miosina 2 84,85 78,62 0,04

Reacdo = reacdo imuno-histoquimica, MPF = musculo palatofaringeo, MCSF =
musculo constritor superior da faringe

*valor correspondente a média

**teste de Mann-Whitney

Os valores da medida do espaco intercelular dos MPF e MCSF em
individuos ndo apneicos e apneicos sdo demonstrados na Tabela 6, e podem
ser visualizados nas figuras 2 e 3. Nao houve diferenca estatisticamente
significante entre os 2 grupos nos musculos analisados (p=0,27 no MPF e
p=0,21 no MCSF). Vale ressaltar que cada musculo demonstrou
comportamento diferente na comparacéo entre os grupos. O MPF evidenciou
aumento do espaco intercelular no grupo de pacientes apneicos em
comparacao aos nao apneicos, enquanto que o MCSF demonstrou maior
espaco entre as fibras musculares no grupo de pacientes portadores de
SAOS.

Tabela 6 - Dados dos valores da medida do espaco intercelular nos MPF e
MCSF em pacientes sem e com SAOS

GRUPOS
Musculos Sem SAOS (A.U.)* Com SAOS (A.U.)* p**
MPF 1,95 1,63 0,2743
MCSF 1,09 1,44 0,3154

MPF = musculo palatofaringeo, MCSF: musculo constritor superior da faringe, A.U.
arbitrary unity;

*valor correspondente a média

**teste de Mann-Whitney
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Figura 9 - Comparacéo dos grupos de individuos apneicos e ndo apneicos no
MPF quanto a distribuicdo dos tipos de fibras musculares e quanto ao valor
do espaco intercelular das fibras musculares. Exemplos de comparacéo das

laminas entre os dois grupos estudados no MPF coradas com HE, Gomori,
Imuno-histoquimica para Miosina lenta (l) e para Miosina rapida (ll).
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)

Gréfico da comparacdo da distribuicdo dos tipos de fibras entre
apneicos e nao apneicos no MPF;

Grafico da comparacdo do valor do espaco intercelular entre
apneicos e nao apneicos no MPF;

Lamina de MPF corada com HE em individuo néo apneico;
Lamina de MPF corada com HE em individuo apneico;

Lamina de MPF corada com Gomori em individuo ndo apneico;
Lamina de MPF corada com Gomori em individuo apneico;
Lamina de MPF corada na reacao imuno-histoquimica para Miosina
Lenta (tipo I) em individuo ndo apneico;

Lamina de MPF corada na reagao imuno-histoquimica para Miosina
Lenta (tipo 1) em individuo apneico;

Lamina de MPF corada na reacao imuno-histoquimica para Miosina
Réapida (tipo 1) em individuo ndo apneico;

Lamina de MPF corada na rea¢ao imuno-histoquimica para Miosina

Rapida (tipo II) em individuo apneico.

*valor de p calculado pelo teste de Mann-Whitney

**A.U. Arbitrary Unity; F.M. Fast myosin; S.M. Slow myosin
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Figura 10 - Comparacgéo dos grupos de individuos apneicos e ndo apneicos
no MCSF quanto a distribuicdo dos tipos de fibras musculares e quanto ao
valor do espaco intercelular das fibras musculares. Exemplos de comparacao
das laminas entre os dois grupos estudados no MCSF coradas com HE,
Gomori, Imuno-histoquimica para Miosina lenta (I) e para Miosina rapida (I1).
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)

Gréfico da comparacdo da distribuicdo dos tipos de fibras entre
apneicos e nao apneicos no MCSF;

Grafico da comparacdo do valor do espaco intercelular entre
apneicos e nao apneicos no MCSF;

Lamina de MCSF corada com HE em individuo ndo apneico;
Lamina de MCSF corada com HE em individuo apneico;

Lamina de MCSF corada com Gomori em individuo n&o apneico;
Lamina de MCSF corada com Gomori em individuo apneico;
Lamina de MCSF corada na reacdo imuno-histoquimica para
Miosina Lenta (tipo I) em individuo ndo apneico;

Lamina de MCSF corada na reacdo imuno-histoquimica para
Miosina Lenta (tipo 1) em individuo apneico;

Lamina de MCSF corada na reacdo imuno-histoquimica para
Miosina Rapida (tipo IlI) em individuo n&o apneico;

Lamina de MCSF corada na reacdo imuno-histoquimica para
Miosina Rapida (tipo 1) em individuo apneico.

*valor de p calculado pelo teste de Mann-Whitney

**A U. Arbitrary Unity; F.M. Fast myosin; S.M. Slow myosin

Os valores do numero de pacientes portadores de fibras hibridas

(%M1+%M2>110%) estdo demonstrados na Tabela 7. Ndo houve diferenca

estatisticamente significante entre os grupos sem e com SAOS nos dois

musculos analisados.

Tabela 7 - Valores do nimero de individuos sem e com SAOS com fibras
hibridas nos MPF e MCSF.

GRUPOS
Mduasculos Sem SAOS (n=11) Com SAOQOS (n=17) p**
MPF 5/11 (45,45%) 6/17 (35,29%) 0,7011
MCSF 3/11 (27,27%) 4;17 (23,53%) 1,0000

MPF = musculo palatofaringeo, MCSF = musculo constritor superior da faringe
*teste exato de Fisher
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6 DISCUSSAO

A SAOS é uma doenca muito prevalente na populacdo e aumenta sua
incidéncia conforme existe aumento da idade dos individuos (Tufik et al.,
2010). Também sabemos que existem alteracdes nos musculos com o avanco
da idade (Dubowitz; Sewry; Fitzsimons, 1985). Dessa forma, houve um
especial cuidado na escolha dos grupos de estudo, ja que a idade pode
influenciar as analises morfologicas de musculos em humanos. Sabe-se que
algumas alteracfes tanto na matriz extracelular quanto na regiao intracelular
podem acontecer especialmente quando as faixas etarias se distanciam mais
de 1 década (Dubowitz; Sewry; Fitzsimons, 1985). O grupo de individuos
portadores de SAOS possui idade mais elevada, porém isto ndo foi
estatisticamente significante. A média de idade dos individuos apneicos foi de
39,76 anos, enquanto que a média dos individuos ndo apneicos foi de 31
anos. O pareamento por faixa etaria nesse tipo de estudo gera muitas
dificuldades, ja que controles ndo apneicos e ndo roncadores com indicagdo
de tonsilectomia por tonsilite cronica caseosa geralmente sdo jovens,
enquanto que portadores de SAOS grave costumam ter faixa etaria mais
elevada que os roncadores primarios (Tufik et al., 2010). Outros estudos com
foco na analise histologica de musculos faringeos demonstram grupos de
apneicos com faixa etaria mais elevada que os controles (Woodson; Garancis;
Toohill, 1991; Edstrém; Larsson; Larsson, 1992; Friberg et al., 1998; Lindman,;
Stal, 2002; Dantas et al., 2012).

Embora o grupo de pacientes portadores de SAOS apresenta um IMC
mais elevado que os ndo apneicos (p=0,0012), o valor da média e da mediana
dos grupos sem e com SAOS foi abaixo de 30Kg/m2.

Durante a deciséo da escolha dos grupos controle e de estudo, optou-se
por selecionar individuos com caracteristicas anatdmicas faringeas e
craniofaciais homogéneas, a fim de que se minimizasse 0 possivel viés da

alteracdo anatdbmica na analise dos resultados. Sabe-se que tonsilas palatinas
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hipertroficas (graus 3 e 4) e deformidades craniofaciais significativas como
retrognatia, retrusdo maxilar ou retrusdo maxilo-mandibular aumentam o risco
de distarbios respiratorios obstrutivos do sono (Eckert; Malhotra, 2008). Esses
fatores anatdbmicos desfavoraveis ndo sdo determinantes para o
desencadeamento da sindrome, no entanto, decidiu-se excluir individuos com
estas caracteristicas a fim de ndo se comparar a musculatura faringea de
pacientes com caracteristicas anatdmicas muito diferentes entre si.

A escala de sonoléncia subjetiva de Epworth foi utilizada em todos os
individuos do estudo. Os individuos sem SAOS possuem score menor que 10
pontos, 0 que caracteriza auséncia de sonoléncia excessiva diurna.

Conforme esperado, os dados polissonograficos demonstraram
diferenca estatisticamente significante em todos os parametros avaliados
entre 0s grupos de ndo apneicos e de apneicos.

Em nossa avaliacdo, as caracteristicas de faixa etaria, IMC, anatomias
faringea e craniofacial, e dados polissonograficos dos grupos com e sem AOS
demonstraram que a sele¢éo dos casos foi adequada, permitindo uma analise
consistente dos resultados obtidos.

Os musculos palatofaringeo e constritor superior da faringe sédo os
principais componentes da parede lateral da faringe. Estudos com tomografia
computadorizada da faringe durante a vigilia e de ressonancia nuclear
magnética dessa regido durante o sono foram realizados demonstrando
preponderante papel da parede lateral da faringe nos episodios de colapso
faringeo durante os eventos de apneia (Huon et al.,, 2016; Schwab et al.,
1995). Apesar disso, ndo se sabe exatamente qual a estrutura histolégica
normal desses musculos em individuos ndo portadores de SAOS.

Na literatura, encontramos estudos que analisaram a estrutura
histol6gica do MPF, porém, em sua maioria, estudaram individuos portadores
de SAOS e utilizaram metodologias distintas, tanto na escolha dos grupos
qguanto na coleta dos fragmentos, na forma de fixacdo e nas coloracdes
utilizadas (Woodson; Garancis; Toohill, 1991; Edstrom; Larsson; Larsson,
1992; Friberg et al., 1998; Stal; Lindman, 2000; Lindman; Stal, 2002).
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O MCSF foi ainda menos estudado, possivelmente pela dificuldade para
obtencéo de amostras com qualidade para anéalise durante cirurgias faringeas,
especialmente em individuos sem SAOS.

No presente estudo, analisamos a distribuicdo dos tipos de fibras
musculares que compdem esses muasculos em individuos ndo apneicos,
coletados do mesmo lado, na mesma regido, sendo congelados em menos de
3 horas apés o procedimento cirdrgico para uma adequada andlise

histoldgica.

6.1 Estrutura histolégica do MPF e do MCSF em individuos sem SAOS

Nos individuos sem SAQOS, verificou-se que a proporcao dos tipos de
fibras musculares é bastante similar entre o MPF e o MCSF. Houve evidente
predominéancia de fibras com miosina de contracéo rapida (tipo Il) nos dois
musculos, com média de 81,25% no MPF e de 81,15% no MCSF. A média da
porcentagem de fibras de contracéo lenta (tipo 1) foi de 26,23% no MPF e de
24,82% no MCSF. Esses dados séao especialmente importantes dado que,
para se procurar alteracdes na configuracéo histolégica de tecidos, deve-se
conhecer sua estrutura em individuos sem a doenca. Ainda mais em uma
estrutura muscular complexa, com diversas fun¢des antagonicas durante a
contracdo, dependendo da necessidade fisiologica exigida (respiragao,
degluticéo e fonacgéo).

As fibras do tipo Il se caracterizam por terem contracdo rapida e com
maior fatigabilidade. Isso é explicado porque esse tipo de fibra muscular
possui menor quantidade de mitocondrias e de mioglobina, utilizando-se de
glicolise anaerdbia para obtencdo de energia. As fibras do tipo 1 possuem
contracdo lenta e fadiga dificil, dependendo de fosforilacdo oxidativa para
obtencéo de energia, sendo, portanto, ricas em mitocondrias e mioglobina, a
qual € um pigmento semelhante a hemoglobina com funcdo de
armazenamento e transporte de oxigénio no interior da fibra muscular
(Matsunaga, 2009).
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Kuna e Smickley (1997) estudaram o musculo constritor médio da faringe
com eletromiografia. Demonstraram que a contracdo dessa musculatura
estreita a faringe durante algumas funcdes, como a degluticdo, porém,
durante a inspiracdo, sua contragdo enrijeceria o tubo faringeo, tornando-o
menos susceptivel ao colapso, especialmente durante o sono.

Apesar de se poder supor que fibras do tipo | poderiam ser mais Uteis na
manutencao da perviabilidade faringea por manterem atividades por periodos
prolongados com menor fadiga, a composicdo de ambos os muasculos em
nosso estudo apresentou predominancia de fibras do tipo Il.

A contracdo dos musculos que estabilizam a faringe, como o MPF e
MCSF, e que dilatam a faringe, como o genioglosso, € determinada por uma
conexao entre os motoneurdnios dos musculos respiratérios, por meio de uma
acdo coordenada entre os nervos hipoglosso e frénico. As acbes destes
musculos possuem padrbes maximos e contracdo durante a inspiracao,
justamente pelo fato deste ser um momento crucial para a manutencédo da
paténcia da via aérea, frente a pressao negativa intratoracica (Séries, 2002;
Genta et al., 2014). Assim, h& necessidade de uma contracéo rapida dessa
musculatura imediatamente antes da contracdo dos musculos respiratérios
(musculos intercostais e diafragma) para manter a via aérea pérvia e para que
se inicie o fluxo inspiratorio. Assim, a musculatura faringea precisa se contrair
a cada inspiracao, de uma maneira rapida e fugaz, o que poderia justificar o
predominio de fibras de contracdo rapida, mesmo com alta fatigabilidade.
Além disso, observamos uma prevaléncia de mais de 25% da presenca de
fibras hibridas nos MCSF e MPF, sugerindo capacidade de atuar em varias
situacdes, 0 que poderia ser justificada pelas multiplas fungcbes (respiracéo,
degluticdo e fonagéo) que esses musculos desempenham.

Em individuos adultos jovens sem miopatias, verificam-se grandes
diferencas na distribuicdo dos tipos de fibras de alguns musculos, sempre
dependendo de sua funcdo e de sua demanda fisiolégica. Como exemplos,
tem-se o biceps braquial, que € um musculo de contracdo rapida, com
predominio de fibras do tipo Il (58,3%), enquanto que grandes musculos com

atividades menos fasicas, como o sOleo e gastrocnémio, possuem
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predominancia de fibras do tipo | (92% e 62%, respectivamente) (Osterlund;
Thornell; Eriksson, 2011). Além disso, os musculos mastigatérios possuem
diferencas na composicdo em relacdo a musculatura dos membros, em sua
maioria, com predominio de fibras lentas (masseter 64,3%) (Osterlund;
Thornell; Eriksson, 2011).

E interessante de se observar que o mesmo musculo, em diferentes
regides, pode possuir distribuicdo de tipos de fibras diferentes, como a
musculatura massetérica e intrinseca da lingua (Stal et al., 2003). A média da
distribuicdo dos tipos de fibras em 7 regides da musculatura intrinseca da
lingua é de 60% para o tipo Il. Porém, existem regides, como a meédio-
posterior da lingua, que apresentou 34% de fibras do tipo Il, mostrando que o
mesmo musculo, dependendo da localizacdo, pode ter distribuicdo diferente
dos tipos de fibras musculares (Stal et al., 2003).

N&o encontramos na literatura relatos sobre a distribuicdo dos tipos de
fibras musculares no MCSF. Com relagcdo ao MPF, Friberg et al. (1998)
descreveram predominio de fibras do tipo Il (aproximadamente, 70%) em
individuos com e sem SAOS, sem diferenca estatistica entre os grupos no que
tange a composicdo dos tipos de fibras musculares. Esse resultado de
predominio de fibras de contracéo rapida no MPF corrobora os achados em
nosso estudo. Stal e Lindman (2000) estudaram 5 individuos sem historia
prévia de SAOS e verificaram predominio de fibras do tipo Il no MPF (86,3%)
com coleta post mortem. Outro estudo com MPF também demonstrou a
predominancia de fibras do tipo 2 em individuos apneicos (Lindman; Stal,
2002).

O musculo genioglosso, que € o mais importante musculo dilatador da
faringe, possui composicado de tipos de fibras musculares controversa na
literatura. Séries et al. (1996) demonstraram predominio de fibras do tipo Il em
individuos roncadores primarios (66,7%) e em individuos portadores de SAOS
(66,9%), o que corroboraria com a distribuicdo encontrada nos MPF e MCSF
em nosso estudo. No entanto, Carrera et al. (1999) verificaram que individuos
nao apneicos possuem predominancia de fibras do tipo | (61%), enquanto que
portadores de SAOS tinham predominio de fibras do tipo Il (59%). Ademais,
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relataram que individuos portadores de SAOS tratados com CPAP durante um
ano apresentavam predominio de fibras do tipo | (60%) semelhante aos
individuos ndo apneicos.

A andlise das fibras musculares é ainda mais complexa porgque existem
fiboras musculares denominadas hibridas, as quais reagem tanto na reagao
imuno-histoquimica para miosina lenta (tipo I) quanto para miosina rapida (tipo
II), justamente por ter uma caracteristica intermediaria as fibras tipos | e Il.
Sabe-se que, dependendo da demanda fisiol6gica e da inervacéao, essa fibra
pode se converter em algum tipo especifico. Ademais, em individuos adultos
sem miopatias, especialmente na musculatura dos membros, do tronco e da
regido mastigatoria, tais fibras desaparecem até os 3 anos de idade
(Matsunaga, 2009).

Alguns raros musculos esqueléticos no ser humano adulto possuem
fibras hibridas, e isso é importante no desempenho de suas funcdes
fisiol6égicas. Musculos intrinsecos da laringe chegam a apresentar 40% de
fibras hibridas em individuos sem doencas sistémicas (Hoh, 2005). Em nosso
estudo, verificamos 45,45% de prevaléncia de fibras hibridas no MPF e
27,27% no MCSF em individuos sem SAOS. Nao houve diferenca
estatisticamente significante na prevaléncia de fibras hibridas entre esses 2
musculos.

Esse percentual de fibras hibridas pode ser explicado justamente pela
peculiaridade anatdmica e funcional dos musculos constritores faringeos, que
necessitam se contrair e fechar a faringe na degluticéo, e se contrair e manter
a via aérea pérvia durante a inspiracdo, especialmente durante o sono. Nao
encontramos na literatura estudos anteriores que tenham descrito a presenca
de fibras hibridas nesses musculos em individuos ndo apneicos.

Nas caracteristicas histolégicas dos musculos, também é importante
analisar o espaco entre as fibras musculares. Observamos um maior espago
intercelular no MPF em relacdo ao MCSF (p<0,05) nos individuos sem SAOS.
Essa analise ndo leva em conta os componentes especificos da matriz

extracelular (MEC), que necessitam de coloragdes e reacdes especificas.
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6.2 Comparacdo da estrutura histolégica do MPF e do MCSF entre
individuos com e sem SAOS

Quando se analisou a distribuicdo dos tipos de fibras musculares no MPF
entre 0s grupos sem e com SAOS, verificou-se evidente predominio de fibras
do tipo Il em ambos os grupos (média de 74,23% no grupo com SAOS e de
81,85% no grupo sem SAOS). Em relagéo as fibras do tipo I, observou-se a
média de 26,23% em individuos sem SAOS e de 26,62% em individuos
apneicos. Esses resultados vao ao encontro daqueles obtidos por (Friberg et
al., 1998), que também analisaram o MPF de pacientes apneicos com média
de 70% de fibras do tipo Il. Lindman e Stal (2002) demonstraram 77,9% de
fibras do tipo Il no MPF de individuos portadores de SAOS.

A partir destes dados, verificamos que ha predominio de fibras
musculares de contracao rapida e de alta fatigabilidade no MPF, e que, esse
padrao de distribuicdo ndo se altera em pacientes com SAQOS. Isso demonstra
que, para realizar suas funcdes na faringe, necessita-se deste predominio de
fibras do tipo 2, e que ndo ha alteracdo em individuos com SAOS. Essa
inalteracdo de padrdo parece demonstrar que uma suposta alteracdo na
distribuicdo dos tipos de fibras musculares ndo deve estar relacionada a
etiopatogenia da SAOS, tampouco como consequéncia dessa.

Alguns estudos (Woodson; Garancis; Toohill, 1991; Friberg et al., 1998;
Stal; Lindman, 2000) verificaram algumas alteracdes no aspecto das fibras
musculares do MPF em pacientes portadores de SAOS, como mudancgas no
diametro normal das fibras e variaveis sinais histoloégicos de lesdes
neurogénicas (alteracdes nucleares e sinais de regeneracao das fibras). A
partir desses dados, esses autores concluiram que essas alteragbes eram
provenientes do trauma vibratorio do ronco, tanto nos apneicos como nos
roncadores ndo apneicos.

Desconhecemos na literatura a avaliacdo da distribuicdo dos tipos de
fiboras musculares do MCSF em individuos com e sem SAOS. Isso é
especialmente importante pelo fato deste masculo ser o maior componente da
parede faringea. Quando comparamos a composicdo dos tipos de fibras

musculares entre individuos apneicos e ndo apneicos, verificamos um
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predominio de fibras do tipo Il em ambos os grupos. Ao compararmos a
porcentagem de fibras do tipo I, verificamos valores superiores nos pacientes
com SAOS (24,82% em ndo apneicos e 24,92% em apneicos) sem
significancia estatistica (p=0,86). No entanto, ao se analisar as fibras do tipo
I, verificamos reducgéo estatisticamente significativa na porcentagem desse
tipo de fibra no grupo de portadores de SAOS (p=0,04). Portanto, ha uma
reducado na porcentagem de fibras do tipo Il nos individuos com SAQOS, sendo
que as fibras do tipo | evidenciam um discreto aumento no grupo de apneicos.

Ao analisarmos a diferenca entre a quantidade de fibras musculares
hibridas entre o grupo de individuos sem e com SAOS nos MPF e MCSF néo
verificamos diferencas estatisticas entre os grupos em ambos os musculos.
No MPF, constatou-se presenca de 45,45% de fibras hibridas nos individuos
nao apneicos e de 35,29% nos apneicos. No MCSF, notou-se percentual de
27,27% de fibras hibridas no grupo sem SAOS e 23,53% no grupo com SAOS.
Em ambos os musculos, ha um menor percentual de fibras hibridas nos
individuos com SAOS, porém sem diferenca estatisticamente significante.
Desconhecemos estudos que analisaram a prevaléncia de fibras hibridas nos
musculos da parede lateral da faringe.

Ao analisarmos o espaco intercelular do MCSF em individuos sem e com
SAOS, nao se observa diferenca estatisticamente significante entre os grupos
(p=0,3154), sendo que o tecido conjuntivo € mais espa¢oso no grupo de
individuos apneicos. Dantas et al. (2012) analisaram diversos componentes
da MEC do MCSF em individuos sem e com SAOS, e verificaram aumento do
colageno tipo 1 no grupo de portadores de SAOS, independente da faixa
etaria. As reac¢des imuno-histoquimicas para os componentes especificos da
MEC nao foram foco de andlise em nosso estudo. Shi et al. (2016) fizeram
analise intracelular das fibras do MCSF em individuos sem e com SAOS. O
foco da analise, por meio de microscopia eletrénica em coloracéo de azul de
metileno, foi a quantidade de goticulas de gordura no interior das fibras.
Verificaram, entdo, que ha maior quantidade de goticulas de lipideos no
interior das fibras musculares dos apneicos em relagcdo aos controles, e que

a magnitude é diretamente proporcional ao IAH. Vale ressaltar que os valores
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do IMC dos grupos eram semelhantes e que os autores concluiram que a
presenca dessas goticulas poderia interferir no funcionamento dessa
musculatura contribuindo para a génese da SAOS. Em nosso estudo, néo
pesquisamos a presenca dessas goticulas no interior das fibras musculares.

O grupo de individuos sem SAOS mostrou que o predominio de fibras
do tipo Il € especialmente importante para as contracdes rapidas exigidas a
cada inspiracdo, especialmente durante o sono. O grupo de individuos
portadores de SAOS demonstrou reducéo significativa da porcentagem desse
tipo de fibra muscular. Essa reducao poderia resultar em uma menor eficiéncia
desta musculatura, e, portanto, contribuir para a AOS.

O MCSF é um musculo que néo funciona como um verdadeiro constritor,
porque estad apoiado na coluna vertebral em sua porcdo posterior e néo
completa todo o diametro circular, como a musculatura constritora do es6fago,
por exemplo. Sua insergédo ocorre na rafe pterigomandibular, localizada na
regido lateral e anterior da faringe. A partir desses dados anatémicos, verifica-
se que, estando apoiado na coluna vertebral posteriormente e na rafe
pterigomandibular  antero-lateralmente, sua contracdo nado reduz
significativamente o limen da faringe, ao contrario de um constritor com
funcdes peristalticas (Hollinshead WH, 1994). Durante seu mecanismo de
contracdo, com suas fibras horizontalmente, essa musculatura tende a
aproximar estruturas como a rafe pterigopmandibular e a coluna vertebral, que
sao fixas. Portanto, seu efeito principal é de enrijecimento do tubo muscular
faringeo, especialmente da parede lateral (Kuna; Smickley, 1997; Kuna,
2000). Ao se verificar reducdo de fibras de contragdo rapida nessa
musculatura, infere-se que ha um suposto atraso na contracdo muscular que
deve ocorrer imediatamente antes da inspiracao, contribuindo para reducéo
da estabilidade muscular dessa regi&o no momento crucial de manutencgao da
perviabilidade da via aérea superior.

Sabe-se que as fibras do tipo | possuem menor diametro que as fibras
do tipo Il, portanto, seria esperado que uma reducdo de fibras do tipo I
(p<0,05) e um aumento de fibras do tipo | (p>0,05), que ocorreu no MCSF em

individuos apneicos, resultasse em um maior espaco intercelular. E isso
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efetivamente ocorreu em nosso estudo. Além disso, houve uma reducédo na
prevaléncia de fibras hibridas nos individuos com AOS.

O mecanismo para tal fenébmeno poderia ser explicado pela perda de
fibras musculares do tipo Il no MCSF de individuos apneicos por morte celular
e apoptose. A partir de entdo, as fibras hibridas, ao invés de se converterem
em fibras do tipo Il para compensar tal perda, parte delas converteram-se em
fibras do tipo I. Isso talvez se corrobore pelo aumento ndo significante do
espaco intercelular no MCSF em individuos com SAOS.

Bradford e O’Halloran (2013), por meio de estudos com modelos animais
expostos a hipdxia intermitente e reoxigenacgdo, descreveram reducdo na
funcdo de musculos respiratorios (especialmente o diafragma) consequente a
essa exposicao. Verificaram transformacéao de fibras do tipo | em fibras do tipo
Il, e teorizaram que essa transformacg&o pioraria 0s eventos de apneia
obstrutiva, justamente por haver uma maior porcentagem de fibras de alta
fatigabilidade. Essa suposta consequéncia da hipdxia e reoxigenacao pioraria
a funcdo dos mdasculos respiratérios, contribuindo para agravar a
colapsabilidade faringea, criando um ciclo vicioso.

Shortt et al. (2013) encontraram achados semelhantes nos musculos
esterno-hioideo e diafragma de ratos submetidos artificialmente a hipéxia e
reoxigenacao, porém em valores bastante discretos. Esses autores
verificaram predominio de fibras do tipo Il em ambos os musculos, e uma
discreta transformacdo de fibras de contracdo lenta para as fibras de
contracao rapida.

Nossos resultados ndo evidenciaram tais transformacgbes, mesmo
porque a musculatura analisada em nosso estudo foi a que compde a parede
lateral da faringe, e ndo o diafragma. Ademais, 0 que se estuda nesses
modelos animais expostos a hipoxia intermitente e reoxigenacao seria o efeito
da apneia obstrutiva nessa musculatura, ou seja, seria a consequéncia de
uma obstrucdo faringea pré-existente, e que, em ultima instancia, seria a
causa primaria da dessaturacdo. Sendo assim, verifica-se que os musculos

que fazem o esforgo respiratorio, estudados em ratos, convertem-se de fibras
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do tipo | para fibras do tipo I, em uma tentativa de compensacao frente a essa
dessaturacéao.

A dessaturacao e reoxigenacao verificada em pacientes portadores de
apneia obstrutiva do sono ocorrem por uma deficiéncia na manutencao da via
aérea pérvia na faringe. Portanto, uma deficiéncia primaria na funcdo da
musculatura faringea, com aumento da colapsabilidade, e consequente
reducdo do fluxo de oxigénio para a via aérea inferior, levaria a uma
sobrecarga dos musculos respiratorios, induzindo a essas transformacoes
adaptativas, que poderiam alimentar o ciclo de piora com a disfuncéo

muscular.



{ CONCLUSOES




7 Conclusoes 72

7 CONCLUSOES

Com relacdo a estrutura histolégica dos musculos palatofaringeo
(MPF) e constritor superior da faringe (MCSF) nos individuos sem

Sindrome da Apneia Obstrutiva do Sono (SAOS), concluimos que:

1. Houve predominio de fibras musculares do tipo Il no MPF e
no MCSF em individuos sem SAOS,;

2. Houve semelhanca na distribuicdo dos tipos de fibras
musculares no MPF e no MCSF em individuos sem SAOS;

3. A prevaléncia de fibras hibridas foi elevada nos MPF e MCSF
em individuos sem SAOS, ndo havendo diferenca estatistica
entre os dois musculos;

4. O valor do espaco intercelular do MPF foi significativamente

maior que do MCSF em individuos sem SAOS.

Comparando individuos com e sem SAOS, concluimos que:

1. O MPF apresentou distribuicdo das fibras musculares com
predominio de fibras do tipo II, ndo havendo diferenca
estatistica entre os grupos com e sem SAOS;

2. O MCSF apresentou reducdao significativa da porcentagem de
fibras do tipo Il nos individuos com SAOS, quando comparado
aos individuos sem SAOS;

3. Areducéo da porcentagem de fibras do tipo Il nos individuos

com SAQOS pode ter implicagbes na etiopatogenia da SAOS.
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8 ANEXOS

8.1 ANEXO A - Aprovagdo CAPPesq

F. Hospital das Clinicas da FMUSP
lb Comissao de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa
CAPPesq

N° Protocolo: 0698/11

Titulo: ANALISE MORFOLOGICA E FUNCIONAL DAS FIBRAS DA MUSCULATURA DA
PAREDE LATERAL DA FARINGE EM PACIENTES COM RONCO PRIMARIO E
PORTADORES DE SINDROME DA APNEIA OBSTRUTIVA DO SONO GRAVE

Pesquisador Responsdvel: Dr. Michel Burihan Cahali

Pesquisador Executante: Bruno Bernardo Duarte

Co-autores: Dra. Suely Kazue Nagahashi Marie, Dr. Gilberto Guanaes Simdes
Formigoni

Finalidade Académica: Doutorado

Departamento: OFTALMOLOGIA E OTORRINOLARINGOLOGIA

A Comissdo de FEtica para Andlise de Projetos de Pesquisa —
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo, APROVOU / TOMOU CIENCIA na sessdo datada de
14/12/2011, o protocolo acima.

A CAPPesq em obediéncia & Resolugdo CNS 196/96, solicita ao
pesquisador (a) s elaboracdo de relatério parcial e final.

No caso de relatério parcial € necessdrio informar o tempo previsto
para a conclus@o do protocolo e breve resumo dos resultados obtidos.

ComissGo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa - CAPPesq

Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 225 - Prédio da Administracao - 5° andar - CEP 05403-010 - Sao Paulo - SP.
Fone: 55 11 2661-6442 ramais 16, 17, 18 e 20 - e-mail: cappesg@hcnet.usp.br
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8.2 ANEXO B - Termo de Ciéncia Livre e Esclarecido (Grupo-controle)

HOSPITAL DAS CLINICAS
DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO POS -INFORMAGAO
I - DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N ..ottt SEXO: M[J FLI
DATA NASCIMENTO: ..cviiiiiiiiiiiiiiciiniccnnec e

2. RESPONSAVEL LEGAL ...ttt eee et e et ea e eet et s te et eseseetseeneesesenanserenesssseessseananeneaes
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etC.) .....cccoccveeeeviieeieciieeecieee e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE: ....ccveeiiieieetiesteeieeie ettt nns SEXO: MU F O
DATA NASCIMENTO: .o

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: ANALISE MORFOLOGICA E FUNCIONAL DAS FIBRAS DA
MUSCULATURA DA PAREDE LATERAL DA FARINGE EM PACIENTES COM RONCO PRIMARIO E
PORTADORES DE SINDROME DA APNEIA OBSTRUTIVA DO SONO GRAVE

2. PESQUISADOR: BRUNO BERNARDO DUARTE

CARGO/FUNGAO: MEDICO ASSISTENTE DO SERVICO DE OTORRINOLARINGOLOGIA DA PUC-
CAMPINAS E MEDICO OBSERVADOR DO GRUPO DE RONCO E APNEIA DO SONO DA DISCIPLINA DE
OTORRINOLARINGOLOGIA DO HCFMUSP. INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 113.370

UNIDADE DO HCFMUSP: DIVISAO DE CLINICA OTORRINOLARINGOLOGICA

3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:

SEMRISCO  [] RISCO MINIMO [IX RISCO MEDIO [
RISCO BAIXO [ RISCO MAIOR []
(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do
estudo)
4. DURACAO DA PESQUISA: 30 meses
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Il - REGISTRO DAS EXPLICAGOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU REPRESENTANTE
LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

1. justificativa e os objetivos da pesquisa; 2. procedimentos que serdo utilizados e
propdsitos, incluindo a identificagdo dos procedimentos que sdo experimentais; 3.
desconfortos e riscos esperados; 4. beneficios que poderdo ser obtidos; 5. procedimentos
alternativos que possam ser vantajosos para o individuo.

Este termo de consentimento livre esclarecido é direcionado aos pacientes que se submeterao a
amigdalectomia por amigdalites de repetigdo ou amigdalite caseosa.

O objetivo da pesquisa é estudar o musculo da faringe (garganta) que se localiza posteriormente
(atras) das amigdalas e que € o principal responsavel pelos Roncos e pela Apneia do Sono (parar de
respirar ao dormir). Esta pesquisa pode ajudar a entender os defeitos do musculo que causam o
Ronco e a Apneia do Sono, ja que ndo se tem uma explicagdo totalmente correta até o momento.
Durante a cirurgia sera removido (retirado) um pequeno fragmento (pedag¢o) do musculo que
se encontra atras das amigdalas medindo aproximadamente 0,4cm de largura e de
espessura, e 0,8cm de comprimento, de apenas um dos lados. E importante esclarecer que
esse pequeno fragmento de musculo normalmente ja é cauterizado (queimado) durante a
operagao para conter (parar) o sangramento que geralmente ocorre, e que este processo
ndo aumentara em mais de 5 minutos do tempo total da cirurgia. Além disso, ndo havera
nenhum incémodo a mais do que ja é esperado nestes procedimentos, como dor, dificuldade
para comer nos primeiros 14 dias apods a cirurgia. Nao havera também risco aumentado de
sangramento no pds-operatério.

Depois de retirado este pequeno “pedaco de musculo” durante a cirurgia, o musculo sera
analisado minuciosamente para se tentar descobrir a origem destes problemas que ocorrem
durante o sono.

N3o havera beneficio direto e imediato para o paciente do estudo, porém, verificaremos se
ha defeitos no seu musculo que podera causar o Ronco e a Apneia do Sono no futuro,
podendo, assim, iniciar um tratamento ou uma possivel prevengao a estas doengas.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO DA
PESQUISA:

1. acesso, a qualquer tempo, as informagGes sobre procedimentos, riscos e beneficios relacionados
a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais duvidas.

2. liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do estudo,
sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia.

3. salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

4. disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por eventuais danos a salude, decorrentes da
pesquisa.

5. viabilidade de indenizagdo por eventuais danos a salide decorrentes da pesquisa.
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V. INFORMAGOES DE NOMES, ENDEREGOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS
E REACOES ADVERSAS.

Dr. BRUNO BERNARDO DUARTE
Tel.: 3069-6288 (secretaria), 3069-6000 (ramal 6581) (pronto-socorro) e 3069-6385 (ambulatdrio)

VI - OBSERVACOES COMPLEMENTARES

O paciente autoriza o pesquisador a divulgar os dados do estudo, incluindo os exames anatomo-
patoldgicos e de exames pré e pds-operatoérios e da cirurgia, preservando a identidade do paciente.

VII - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi
explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa.

S3o Paulo,.....cueeeeveeveenennns (o 1T de

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome legivel)

BRUNO BERNARDO DUARTE

CRM 113370
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8.3 ANEXO C-Termo de Ciéncia Livre e Esclarecido (Grupo de Estudo)

HOSPITAL DAS CLINICAS
DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO POS -INFORMAGAO
I - DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME DO PACIENTE.:

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N©: ..ouiiiiiiiiiiiiiiiiiciiececciec s SEXO: M[J FLI
DATA NASCIMENTO: ..cviiiiiiiiiiiiiiciiriccinec e

ENDEREGO ...ttt iritene ceiiere e e iran e e s rana e e e e APTO...........
BAIRRO.......evieveiiiinnns CIDADE.......ciiiiiiiiiiiee e,

CEP: o TELEFONE: DDD (........... ) e

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etC.) .....ccccccveeeeiiieeeeiiiee e e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE: .....uuvuvuiiiiiiiieiiiiriiiieieiessesesesssesesenns SEXO: ML F
DATA NASCIMENTO: .o

BAIRRO:....uiiiiiiiiiiiiiiiciiii s e CIDADE: ....oviiiieiiiciere
CEP:eeiiiii TELEFONE: DDD (.......... . ) e

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: ANALISE MORFOLOGICA E FUNCIONAL DAS FIBRAS DA
MUSCULATURA DA PAREDE LATERAL DA FARINGE EM PACIENTES COM RONCO PRIMARIO E
PORTADORES DE SINDROME DA APNEIA OBSTRUTIVA DO SONO GRAVE

2. PESQUISADOR: BRUNO BERNARDO DUARTE

CARGO/FUNGAO: MEDICO ASSISTENTE DO SERVICO DE OTORRINOLARINGOLOGIA DA PUC-
CAMPINAS E MEDICO OBSERVADOR DO GRUPO DE RONCO E APNEIA DO SONO DA DISCIPLINA DE
OTORRINOLARINGOLOGIA DO HCFMUSP. INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 113.370

UNIDADE DO HCFMUSP: DIVISAO DE CLINICA OTORRINOLARINGOLOGICA

3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:

SEMRISCO [] RISCO MINIMO [IX RISCO MEDIO [
RISCO BAIXO [J RISCO MAIOR []
(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do
estudo)
4. DURACAO DA PESQUISA: 30 meses
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Il - REGISTRO DAS EXPLICAGOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU REPRESENTANTE
LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

1. justificativa e os objetivos da pesquisa; 2. procedimentos que serdo utilizados e
propdsitos, incluindo a identificagdo dos procedimentos que sdo experimentais; 3.
desconfortos e riscos esperados; 4. beneficios que poderdo ser obtidos; 5. procedimentos
alternativos que possam ser vantajosos para o individuo.

Este termo de consentimento livre esclarecido é direcionado aos pacientes que se
submeterdo a cirurgia faringea para Ronco Primario ou Sindrome da Apneia Obstrutiva do
Sono.

O objetivo da pesquisa é estudar o musculo da faringe (garganta), que se localiza
posteriormente (atrads) das amigdalas nos pacientes que ja irdo realizar cirurgias faringeas
(da garganta) para tratamento de Roncos e Apneia do Sono (parar de respirar ao dormir).
Esta pesquisa pode ajudar a entender os defeitos do musculo que causam o Ronco e a Apneia
do Sono, ja que ndo se tem uma explicacdo totalmente correta até o momento.Nestes 2 tipos
de cirurgia ndo sdo realizados cortes na regido do pescoco, pois sdo realizadas por dentro da
boca. As amigdalas necessariamente sdo removidas nas 2 cirurgias.

Durante a cirurgia sera removido (retirado) um pequeno fragmento (pedag¢o) do musculo que
se encontra atrds das amigdala medindo aproximadamente 0,4cm de largura e de espessura,
e 0,8cm de comprimento, de apenas um dos lados. E importante esclarecer que esse
pequeno fragmento de musculo normalmente ja é cortado e cauterizado (queimado)
durante a operacdo, e que este processo ndo aumentara em mais de 5 minutos do tempo
total da cirurgia. Além disso, ndo havera nenhum incobmodo a mais do que ja é esperado
nestes procedimentos, como dor, dificuldade para comer nos primeiros 14 dias apds a
cirurgia.

Depois de retirado este pequeno “pedaco de musculo” durante a cirurgia, o musculo sera
analisado minuciosamente para se tentar descobrir a origem destes problemas que ocorrem
durante o sono.

N3do havera beneficio direto e imediato para o paciente do estudo, porém, tentaremos
associar a composicdo do musculo com a doenga do paciente, e isto pode ajudar a
compreender melhor sua doenca, o que podera ajudar um futuro tratamento caso a cirurgia
ndo atinja o sucesso esperado.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO DA
PESQUISA:

1. acesso, a qualquer tempo, as informagGes sobre procedimentos, riscos e beneficios relacionados
a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais duvidas.

2. liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do estudo,
sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia.

3. salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

4. disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por eventuais danos a salude, decorrentes da
pesquisa.

5. viabilidade de indenizagdo por eventuais danos a saude decorrentes da pesquisa.
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V. INFORMAGOES DE NOMES, ENDEREGOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS
E REAGOES ADVERSAS.

Dr. BRUNO BERNARDO DUARTE
Tel: 3069-6288 (secretaria), 3069-6000 (ramal 6581) (pronto-socorro) e 3069-6385 (ambulatorio)

VI - OBSERVAGOES COMPLEMENTARES

O paciente autoriza o pesquisador a divulgar os dados do estudo, incluindo os exames anatomo-
patoldgicos e de exames pré e pds-operatoérios e da cirurgia, preservando a identidade do paciente.

VII - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi
explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa.

S3do Paulo,.....eeeeeeveeeeeeennns (o 1T de

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome legivel)

BRUNO BERNARDO DUARTE

CRM 113370
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8.4 ANEXO D - Escala de Sonoléncia de Epworth

Situacao Chance de cochichar

3. Sentado em um lugar publico, sem atividade ................
(sala de espera, cinema, reuniaoc)

4. Como passageiro de trem, carro ou énibus andando
uma hora sem parar ... "

5. Deitado para da-scansar a tarda quan:ﬂu as

circunstancias permitem ... T,

Sentado e conversando com alguem

Sentado, calmamente, apos almogo sem élmnl

Se estiver de carro, enquanto para por alguns rmnutr::s

NO rANSHO INBNSO ..o s .

@ND

O-nenhuma chance de cochilar

1- pequena chance de cochilar
2- moderada chance de cochilar
3 alta chance de cochilar
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10.1 APENDICE A - Tabela completa de dados dos pacientes.

M1.MCSF. M1.MCSF. M2MCSF.  M2.MCSF.
PACIENTE  GRUPO Ml’;:'CSF M2-MCSF % t:;;;/" FIBRAS FIBRAS NAO # o'::\mf;:}xs 5 g’;iﬂf:& s FIBRAS FIBRAS NAO
MARCADAS  MARCADAS MARCADAS  MARCADAS
1e2 3 9,50 77,47 86,97 12,00 113,50 125,50 219,30 169,70 49,70
3e4 3 21,75 87,45 109,20 110,00 395,50 505,50 414,00 362,00 52,00
5e6 3 22,85 78,85 101,70 105,50 361,50 467,00 426,00 335,50 90,50
res [
9e10 3 25,65 74,10 99,75 303,50 882,00 1185,50 1415,00 1048,00 367,00
11e12 3 33,85 69,50 103,35 254,50 489,50 744,00 1060,00 737,00 323,00
13e14 3 23,85 69,01 92,86 572,00 1830,70 2402,70 2498,00 1141,00 1357,00
15e16 3 11,50 89,10 100,60 151,00 165,00 1316,00 881,00 785,00 96,00
18e17 3 37,49 80,80 118,29 142,70 243,00 385,70 555,00 448,50 106,50
19e20 3 24,45 79,00 103,45 263,00 815,00 1078,00 2133,00 1686,00 447,00
21e22 3 20,60 90,40 111,00 176,70 576,30 753,00 104,00 94,00 10,00
23e24 3 24,40 64,70 89,10 104,00 325,50 429,50 784,00 507,00 277,00
2526 3 14,90 79,90 94,30 30,00 176,00 206,00 758,00 606,00 152,00
27e28 45,15 44,20 89,35 47,00 57,50 104,50 267,00 118,00 149,00
29e30 - 23,10 83,57 106,67 337,30 914,00 1251,30 1713,00 1428,00 285,00
31e32 3
33e34 3 23,15 86,25 109,40 94,00 329,00 423,00 805,00 694,00 111,00
35e36 B 2245 81,35 103,80 195,00 685,50 880,50 349,50 284,50 65,00
37e38 3 33,50 77,25 110,75 641,50 1264,50 1906,00 3804,70 2941,00 863,50
39e40 3 28,05 75,70 103,75 112,70 214,70 327,30 1110,30 839,70 270,70
41e42 3 37,73 78,40 116,13 458,30 759,00 1217,30 1328,00 1039,30 287,70
43e44 28,30 80,53 108,83 92,70 194,70 287,30 701,30 564,30 137,00
4546 31,75 86,13 117,88 99,70 168,70 268,30 517,30 445,00 72,30
4748 15,10 88,90 104,00 110,00 618,00 728,00 643,00 571,50 71,50
4950 15,20 91,90 107,10 127,00 732,00 859,00 1688,50 1553,50 135,00
51e52 34,85 77,33 112,18 162,00 468,00 630,00 1024,30 792,00 232,30
53¢54 25,33 89,13 114,46 14,70 46,70 61,30 266,70 237,30 29,30
55e56 22,30 76,70 99,00 180,00 627,00 807,00 827,00 634,00 193,00
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M1.MPF.FIBRAS M1.MPF.FIBRASNAO ~ M1.MPF. M2.MPF.FIBRAS ~ M2.MPF.FIBRAS ~ M2.MPF.TOTAL
PACIENTE  GRUPO ~ MI1-MPF%  M2-MPF% total %-MPF

MARCADAS MARCADAS ~ TOTALFIBRAS ~ MARCADAS ~ NAOMARCADAS ~ FIBRAS
Te2 3 31,9 70,80 102,70 14350 310,00 453,00 102,00 42,00 144,00
3ed 3 29,76 86,50 116,26 309,70 733,30 1043,00 947,70 148,00 1095,70
Se6 3 54,65 56,53 111,18 168,00 141,70 309,70 175,70 135,30 311,00
7e8 B o 91,30 110,57 36,30 153,00 189,30 196,50 19,00 215,50
9e10 3 11,60 39,50 51,10 53,50 404,00 457,50 266,00 407,00 673,00
le12 3 40,65 5040 91,05 12250 180,00 3025 283,00 279,00 562,00
3e1d 3 41,10 64,20 105,30 143,50 206,50 350,00 810,00 451,00 1261,00
15¢16 3 16,05 89,30 105,35 147,50 836,00 983,50 2641,00 317,00 2958,00
18e17 3 235 84,00 106,35 96,50 342,50 439,00 657,00 125,00 782,00
19¢20 3 37,95 41,10 79,05 195,50 322,00 517,50 534,00 766,00 1300,00
2Ne2 3 2005 61,20 81,25 146,50 585,00 731,50 613,00 388,00 1001,00
Ben 3 415 9,60 100,75 21,00 500,50 521,50 594,00 21,00 615,00
25€26 3 20,00 90,00 110,00 58,50 237,50 296,00 457,00 51,00 508,00
27e28 20,9 87,10 108,00 148,50 569,50 718,00 481,00 72550 553,50
29€30 - 36,17 80,10 116,27 297,30 527,70 825,00 705,00 182,70 887,70
e 3 40,27 80,70 12097 226,30 333,00 559,30 412,50 99,00 511,50
3e3 3 14,20 82,15 96,35 131,00 790,00 921,00 1201,50 262,00 1463,50
se3s  [EI 284 77,80 106,20 243,00 620,50 863,50 487,50 132,50 620,00
37e38 3 985 92,10 101,95 46,00 421,50 467,50 603,50 50,50 654,00
39€40 3 36,73 86,80 12353 261,70 453,30 717,00 520,70 7830 599,00
41e42 3 21,33 90,00 111,33 115,70 430,00 545,70 870,00 97,00 967,00
4344 39,17 71,25 116,42 329,70 515,30 845,44 537,00 159,00 696,00
45e46 4,10 94,55 98,65 40,00 926,00 966,00 921,00 53,50 974,50
47e48 26,25 88,15 114,40 115,50 323,00 438,50 571,50 77,00 648,50
49e50 805 94,70 102,75 49,00 564,50 613,50 770,00 43,00 813,00
51e52 33,80 80,93 114,73 46,70 90,70 13730 201,70 47,70 249,30
53e54 12,75 91,63 104,38 59,30 305,30 377,30 493,70 44,00 537,70

55e56 59,70 39,10 98,80 339,00 229,00 568,00 214,00 333,00 547,00
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PACIENTE  GRUPO  IDADE IMC IAH  TONSILAS ~NADIRO2  SATURAGAO MEDIA
le2 3 a1 3237 42,10 1 81,00 94,90
3e4 3 40 3080 63,10 1 77,00 95,80
5e6 3 55 2760 50,07 2 76,00 92,00
7e8 R 28,70 2,40 2 98,00 98,00
9e10 3 44 27,08 70,07 1 56,00 94,00
11e12 3 44 3347 6180 2 72,00 92,10
13e14 3 28 3007 4840 2 85,00 94,50
15e16 3 54 2870 36,80 1 79,00 93,70
18e17 3 47 2870 54,20 2 85,00 94,40
1920 3 43 3650 80,66 1 58,00 84,00
21e22 3 26 2980 7550 2 54,00 89,00
23e24 3 40 43,90 1 83,00
2526 3 38 2903 29,60 1 78,00 94,00
2728 20 4,80 2 91,00 96,00
2930 - 30 27,68 1,90 1 92,00 95,00
31e32 3 32 2320 32,9 1 81,00
33e34 3 39 2940 27,20 1 75,00 94,00
3sezc [ 22 20,10 4,60 1 88,00 96,00
37e38 3 30 2840 60,20 2 67,00 86,80
3940 3 36 2987 2520 2 83,00 95,00
41e42 3 39 2650 2527 1 86,00 93,40
43e44 46 23,50 4,80 1 86,00 94,00
4546 21 24,20 4,90 1 93,00 98,00
47e48 43 27,70 3,90 1 89,00 93,30
4950 22 25,10 1,70 1 92,00 95,00
51e52 19 20,28 1,20 1 89,00 96,00
53e54 21 21,77 2,10 2 91,00 95,00
5556 39 24,10 1,80 2 93,00 96,00



