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Resumo

A Disfungéo temporomandibular (DTM) é um termo coletivo que abrange um
largo espectro de problemas clinicos da articulagdo e dos musculos na area
orofacial; estas disfungbes séo caracterizadas principalmente por dor, sons
na articulacdo, e funcéo irregular ou limitada da mandibula. Os musculos da
mastigacdo podem estar envolvidos na DTM de origem muscular, e por
definicho sdo os musculos que promovem o toque dental, portanto os
elevadores da mandibula: masseter, temporal, pterigéideos medial e lateral.
A origem muscular da DTM é a mais prevalente, sendo portanto,o
entendimento funcional e estrutural da composicdo dos musculos da
mastigacdo essencial para a compreensdo desta DTM. Este estudo tem
como objetivo analisar a estrutura dos muasculos da mastigacdo quanto a
variacdo do calibre das fibras lentas e rapidas, densidade capilar e da
expressao da miosina neonatal com a variacdo da idade. Foram estudadas
37 amostras dos musculos temporal e masseter (20 amostras do sexo
masculino e 17 do sexo feminino) de autdpsias do Servico de Verificacdo de
Obitos de S&o Paulo com intervalo pds-mortem de até 18 horas, de ambos
0s géneros e com idades divididas por décadas (1% a 9% décadas). Foram
realizadas reacfes imunoistoquimicas com o0s anticorpos Ulex europaeus
biotinilada aglutinina, anti-miosina neonatal, anti-miosina rapida, anti-miosina
lenta para andlise da expresséo das proteinas. A avaliacao foi feita por dois

observadores, apds calibracao intra observador, (duas contagens no mesmo



campo pelo mesmo observador em tempos diferentes) e inter observador
(contagem do mesmo campo por dois observadores), até se atingir uma
margem de erro menor que 10%. Em relacdo ao numero de capilares/fibra,
nos muasculos masseter e temporal, da primeira a nona década, em média
respectivamente foi de 1 e 0,7 respectivamente. O nimero de capilares por
mm2, nos musculos masseter e temporal, ndo variou ao longo das nove
décadas estudadas, e 0 numero de capilares por mmz, foi significantemente
maior no musculo masseter quando comparado ao temporal, (p=0,025). A
miosina neonatal manteve-se presente embora com decréscimo em todas as
décadas dos musculos masseter e temporal. Observou-se o diametro das

fibras do tipo Il menores que as fibras do tipo I.

Descritores: 1.Muasculos mastigatorios 2.Cadeias pesadas de miosina

3.Capilares



Summary

Temporomandibular disfunction (TMD) is a colletive term that refers to
different clinical problems of the temporomandibular joint and the jaw
muscles. These disfunctions are characterizied meanly by pain, joint sounds
and irregular or limited mandibular function. The jaw muscles can be
involved in the TMD of muscle etiology, and by definition they are the ones
which provide the teeth touch, then the jaw elevators: masseter, temporalis,
medial pterygoid and lateral pterygoid. As the muscular etiology is the most
prevalent cause of TMD, the detailed understanding of structural and
functional composition of the masticatory muscles is paramount to better
comprehend TMD due to muscle disorder. This study has the aim to analyze
the jaw muscle structure concerning capillarie density, neonatal myosin
expression, and the cross sectional area of the fast and slow fibers in
temporalis and masseter muscles in autopsy samples from 1% to 9" decades
of age. Thirty seven temporalis and masseter muscles samples were studied
(20 from male and 17 from female) from Servico de Verificacdo de Obitos of
Sado Paulo. The specimens were divided by gender and ages. The samples
were collected up to 18 hours post-mortem. Imunohistochemistry stainning
were made with antibodies to analize the protein expression. The evaluations
were made by two observers, after intra observer calibration (two evaluations
on the same field by the same observer in different times) and inter observer
(evaluation of the same field by two observers), unti getting less than 10% of

error. The number of capillaries per fiber in the masseter and temporalis



muscle was in average 1 and 0,7 respectively. The number of capillaries per
mmz2 was significantly higher in the masseter when compared to temporalis
muscle (p=0.025). The neonatal myosin was present in all decades in both
muscles, and it was observed that the cross sectional area of the type Il

fibers was smaller than the type I fibers.

Descriptors: 1.Masticatory muscle 2.Myosin heavy chain 3.Capillary.
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Introducdo

A disfuncdo temporomandibular (DTM) é um termo coletivo que
abrange um largo espectro de problemas clinicos da articulagdo e dos
muasculos na é&rea orofacial; estas disfungcbes séo caracterizadas
principalmente por dor, sons na articulacéo, e funcao irregular ou limitada da
mandibula. A DTM é considerada um subgrupo distinto das desordens
musculoesqueléticas e reumatoldgicas, e representa uma causa importante
de dor ndo-dental na regido orofacial (Carlsson et al., 2006).

Pacientes com DTM apresentam diminuicdo da qualidade de vida
(Segu et al 2003). De acordo com o “Research Diagnostic Criteria” (RDC) a
prevaléncia de DTM de origem muscular é de 25%, das discopatias de 3,3%,
e artrose de 4,2% (Plesh et al, 2005).

Os musculos da mastigagcdo podem estar envolvidos na DTM de
origem muscular, que por definicdo sdo os musculos que promovem o toque
dental, portanto o0s elevadores da mandibula: masseter, temporal,
pterigdideos medial e lateral.

Os musculos da mastigacdo estdo ativos durante uma grande
variedade de fun¢cdes motoras, como por exemplo, mastigacao, degluticéo e
fonacdo Para executar essa grande variedade de funcGes deve existir uma

enorme aptiddo em controlar a posicdo da mandibula precisamente e
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instantaneamente na aplicacdo de forcas. Esse musculo contém
caracteristicas unicas tais como distribuicdo das fibras como tipo de
contracdo lenta e contracdo rapida, além de conterem fibras tipicas do
periodo de desenvolvimento.

Os musculos esqueléticos apendiculares sdo compostos de fibras do
tipo | e do tipo Il em propor¢des e diametros aproximadamente iguais, sendo
que o diametro das fibras dos musculos da mastigacdo e orofaciais séo
quase 50% menores que dos musculos apendiculares (Stal et al, 1987).

Estas caracteristicas peculiares, quanto ao tamanho e a distribuicdo do
tipo de fibras nos muasculos da mastigacdo, podem causar alteracfes
especificas apds contraturas isométricas e levar a mudancas adaptativas no
decorrer do processo de envelhecimento. Ha descricdo de mudanca na
composicado do tipo de fibras musculares com a idade (Monemi, 1998),
assim como mudancas no numero de capilares do musculo portanto do nivel
de vascularizacdo com a idade (Hammarstn et al.,1980; Esbjornsson et al.,
1993). Com o objetivo de se analisar a variacdo da estrutura dos musculos
da mastigacdo quanto ao tamanho das fibras, da densidade capilar e
capacidade regenerativa com a progressao da idade, foi realizado estudo
morfométrico destas caracteristicas nos musculos masseter temporal ao

longo de nove décadas de idade em amostras de autopsia.



2 OBJETIVOS




-- 5

Objetivos

Analisar nos musculos masseter e temporal de amostras de autépsia

de individuos da primeira a nona década de idade:

1) O comportamento da variacdo do calibre das fibras lentas e rapidas
2) O numero de capilares por fibras e a densidade capilar.

3) A expressdo da miosina neonatal.
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Revisdo da Literatura

3.1 Disfuncéo temporomandibular

A DTM no sentido mais amplo é considerada um conjunto de disturbios
articulares e musculares na regido orofacial, caracterizada principalmente
por dor, ruidos nas articulagdes e funcdo mandibular irregular ou com
desvio. A dor ndo é de origem neurogénica, psicogénica ou visceral, e a dor
periodontal, dentaria ou cutanea também foi excluida dessa definicéo.
Portanto, a DTM inclui distUrbios relacionados a articulacdo e ao complexo
muscular mastigatorio. E considerada um subgrupo de disfuncdes
musculoesqueléticas e reumatoldgicas gerais (Zarb, 2000).

No Brasil os dados sobre DTM sdo escassos, um estudo com
estudantes universitarios de 19 a 25 anos demonstrou que 6,8% deles
apresentavam algum grau de DTM (Pedroni, 2003). Em outro estudo com
estudantes de Bauru 0,65% dos mesmos apresentavam sintomas graves de
DTM, 5,81% tinham sintomas moderados e 4,84% tinham sintomas leves
(Conti, 1996).

Atualmente a sigla DTM é a abreviatura mais comum para a disfuncao
temporomandibular, mas a terminologia variou muito ao longo dos anos.
DTM foi sinbnimo de desordens craniomandibulares (DCM), uma
denominacdo que muitos preferiam, especialmente durante os anos 80.

Outros termos foram sindrome de Costen, sindrome da articulacédo
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temporomandibular (ATM) e sindrome dor-disfuncdo miofascial (DDM). A
histéria da DTM ¢é repleta de controvérsias sobre muitos assuntos além da
terminologia, como prevaléncia, diagnostico, exigéncia e necessidade de
tratamento, bem como sobre os métodos de tratamento. Provavelmente as
teorias mais conhecidas sejam relativas a etiologia, em que alguns autores
propuseram os fatores oclusais como sendo 0s mais importantes no
desenvolvimento da DTM, enquanto outros consideram fatores psicologicos
(Carlsson et al., 2006).

A etiologia das DTM € um assunto muito complexo e controverso, e
tem sofrido mudancas ao longo do tempo, passou pela fase oclusionista em
1920 e 1930, onde a malocluséo era considerado o principal fator etioldgico,
entre 1950 e 1960, os musculos ocuparam lugar da ATM e da oclusdo como
origem da dor. Quando ficou 6bvio que as DTM englobam um espectro de
varias desordens, os conceitos etioldgicos baseados em um udnico fator
perderam a confiabilidade. Esta idéia de uma etiologia multifatorial se tornou
mais aceita por volta do final dos anos 70 (Carlsson et al., 2006).

Atualmente uma abordagem complexa entre as relacfes das possiveis

causas da DTM pode ser dividida em trés categorias:

Fatores predisponentes: incluem uma mistura de fatores morfologicos,
fisioldgicos, psicossociais, e variagbes ambientais que combinadas a uma

alta susceptibilidade individual levam a desenvolver DTM.
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Fatores precipitantes: incluem uma combinacéo entre trauma, estresse,
hiperfuncédo e possivelmente falha natural dos fatores inibitérios que levam
ao aparecimento dos sintomas.

Fatores perpetuantes: habitos parafuncionais, ganhos secundarios em
permanecer doente e efeitos deletérios de outros tratamentos (Greene,
1995).

Pacientes com DTM apresentam diminuicdo da qualidade de vida
(Segu, 2003). Foi demonstrado que a DTM causou um forte impacto na
qualidade de vida, e que alguns problemas funcionais, como dificuldades
para mastigar alimentos aumentaram até quatro vezes (John, 2002). Uma
pesquisa realizada com 1865 adultos mostrou que 72% relataram que
problemas com a saude bucal afetam diretamente a sua qualidade de vida
(McGrath, 2001).

De acordo com o “Research Diagnostic Criteria” (RDC) a prevaléncia
de DTM de origem muscular seria de 25%, das discopatias de 3,3%, e
artrose de 4,2%. A maioria dos pacientes apresentava mais de um
diagnéstico: 8,3% de transtornos musculares e discopatia, 21,7% de
transtornos musculares e artrose; 2,5% de discopatias e artrose e 7,5% de
transtornos musculares, discopatia e artrose (Dworkin SF, 1992). Em outro
estudo 80% dos pacientes. De 61 casos apresentavam DTM muscular, 33%

deslocamento do disco, e 48% artralgia/artrite/artrose (Plesh O., 2005).
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3.2 Masculos da mastigacao

Os musculos da mastigacdo desempenham papel fundamental no
“sistema estomatognético”, sendo que a mastigacdo ocorre através da
funcdo destes musculos promovendo os contatos diretos entre 0s arcos
dentais superior e inferior (Zarb, 2000). Sdo quatro os musculos da
mastigacdo: masseter, temporal, pterigdideo medial e lateral que por
definicdo s&o os que promovem o toque dental, portanto os elevadores da
mandibula. (Federative Comitee on Anatomical Terminology, 1997). O
muasculo masseter esta inserido acima no arco zigomatico € no processo
zigomatico do maxilar, e abaixo na superficie externa do ramo e do angulo
da mandibula, sua funcao (fibras superficiais) € principalmente elevar a
mandibula, e a das fibras posteriores e profundas, ajudar a realizar a
retrusdo da mandibula. O masseter € inervado pelo nervo massetérico que
parte do ramo anterior da divisdo mandibular do nervo trigémeo (V nervo
craniano).

O musculo temporal esta inserido acima, nas fossas temporais e com a
superficie das fascias temporais e, distalmente, no processo corondide da
mandibula. A funcdo do musculo é fundamentalmente fechar os maxilares.
Além disso, as fibras posteriores, até certo ponto as fibras médias,
empurram para tras, bilateralmente, a mandibula; atuando unilateralmente
elas desviam a mandibula para o0 mesmo lado. O musculo temporal é

inervado pelos nervos temporais profundos anterior e posterior, que se
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ramificam da divisdo anterior da por¢cdo mandibular do nervo trigémeo (V
nervo craniano) (Simons et al., 2005).

Os musculos da mastigacdo estdo ativos durante uma grande
variedade de funcBes motoras, como mastigacdo, degluticdo e fonacado, por
exemplo. Para executar essa grande variedade de funcdes deve existir uma
enorme aptiddo em controlar a posicdo da mandibula precisamente e
instantaneamente na aplicacdo de forcas. Esses musculos cumprem esse
requerimento por possuir uma arquitetura complexa combinada a uma
composicdo de fibras heterogéneas capazes de produzir uma grande

variedade de forcas em diferentes velocidades de contracao (Korfage, 2005).

3.3 Historico dos estudos realizados em tecido muscular

Em relacdo aos estudos sobre o tecido muscular, a maioria das
pesquisas foram feitas em animais e os estudos feitos nos anos de 1873,
1874 e 1880, por Ranvier, em coelho, sugeriam uma diferenca fisiologica
entre as fibras vermelhas e brancas, correlacionando-as com contracao lenta
e rapida, respectivamente. Foi confirmado, também, um maior suprimento
sangiineo nos musculos vermelhos que nos brancos. Em 1884, Gritzner et
al., concluiu que os musculos de todos os vertebrados, incluindo o homem,
eram compostos de dois tipos de fibras: uma fina e escura e outra larga e
clara; definindo a cor escura como granulos no sarcoplasma. Knoll (1891)

notou que musculos muito ativos como os musculos oculares, da mastigacéo
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e respiratorios eram compostos principalmente de fibras escuras. Em alguns
animais havia musculos com fibras inteiramente vermelhas ou brancas e, em
outros, uma mistura de fibras. Em aves domésticas, os musculos do peito
eram brancos e os das pernas vermelho, em contraste com os passaros de
voo, onde o musculo peitoral era vermelho e os das pernas, brancos.
Também investigou as caracteristicas dos granulos e concluiu que eram de
natureza lipidica. Bullard (1919) observou fibras claras, escuras e
intermedidrias e uma variacdo no tamanho das fibras de diferentes musculos
do gato através da coloracdo. Sudan Ill. Paul e Sperling (1952)
demonstraram que masculos brancos tinham uma menor quantidade de
mitocdndria e baixa atividade respiratéria, enquanto

muasculos vermelhos eram ricos em mitocondria e apresentavam alta
atividade respiratoria.

O desenvolvimento das técnicas histoquimicas possibilitou estudar o
sistema enzimético, os componentes celulares das fibras musculares e
correlacionar as atividades funcionais de cada fibra com sua morfologia. As
primeiras investigacfes em amostras de autopsias humanas foram feitas por
Wachstein, et al (1955), que notaram uma variacdo na atividade da
succinato dehidrogenase (SDH) nas fibras e que as fibras mais reativas
eram as de menor diametro (apud Dubowitz, 1985).

Segundo Dubowitz (1985), foram feitas quatro classificacdes dos tipos

de fibras através de diferentes abordagens:
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1- Aparéncia anatémica:

a. vermelha X branca;

b. escura X clara;

c. alta ou baixa granulacao;

d. rica ou pobre em protoplasma,;

e. diferencas subcelurares no microscépio eletrénico.

2- Comportamento fisiolégico:
a. lento X rapido;

b. alta ou baixa resisténcia a fadiga.

3- Propriedades bioguimicas:

a. alta ou baixa atividade respiratoria;

b. alta ou baixa enzima ou constituintes quimicos.

4- Caracteristicas histoquimicas:

a. conteudo de enzima alto ou baixo;
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b. perfil da enzima da fibra;

c. caracteristica imunocitoquimica.

Apesar destas classificacfes, a situacdo € mais complexa, pois nao
existe uma clara correlacdo entre os tipos de fibras.

Os musculos dos mamiferos apresentam fibras musculares
heterogéneas, com um perfil citoquimico, caracteristicas bioquimicas,
componentes fisiologicos e uma especifica caracteristica estrutural. Sendo
assim, os tipos de fibras foram classificados em tipo I, lIA, IIB e IIC (Brooke e
Kaiser, 1970). No entanto, essa terminologia tem variacdes de acordo com
os diferentes pesquisadores.

As fibras do tipo | tém caracteristicas citoquimicas que indicam
principalmente um perfil de metabolismo aerdbio-oxidativo. As fibras IIA sdo
tanto oxidativas como glicoliticas, as 1IB sdo dotadas com um mecanismo
metabolico anaerdbio-glicolitico e as IIC séo fibras imaturas. As propor¢cdes
dos tipos de fibras variam ndo sO6 em diferentes musculos como em
diferentes regides do mesmo musculo (Carpenter e Karpati, 2001).

Por meio de métodos histoquimicos analisam-se duas propriedades
dos tipos de fibras musculares de humanos: velocidade de contracédo e
fadiga. As unidades motoras que se constituem de fibras do tipo | sdo de
contracdo lenta e relativamente resistentes a fadiga, respondendo a uma
velocidade de disparo neural de quase 10Hz. As unidades motoras do tipo

IIB sdo de rapida contracdo e relativamente fatigaveis, respondendo a
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freqiéncia de 50Hz e as unidades motoras do tipo IIA sdo de rapida
contracdo e resistentes a fadiga (Carpenter e Karpati, 2001).
A nomenclatura que inclui caracteristicas histoquimicas e fisioldgicas

tem sido adotada em alguns trabalhos:

a- fibras do tipo I: lenta contracéo e oxidativa,
b- fibras do tipo 1I1B: rapida contracéo e glicolitica;

c- fibras do tipo IIA: rdpida contracdo e oxidativa e glicolitica.

3.4 Embriologia muscular

A tipagem das fibras musculares pode ser realizada também pela
analise da composicdo das proteinas contrateis, tais como: miosina e suas
isoformas.

A miosina é a principal proteina estrutural do filamento grosso e é
altamente polimorfica. Ela é uma proteina estrutural e uma enzima
responsavel pela atividade ATPasica. Sua funcdo € o ancoramento na linha
Z e contracdo muscular. As fibras musculares séo classificadas de acordo
com a sua caracteristica fisiolégica mais importante que € a velocidade de
contracao.

As fibras musculares podem ser de dois tipos: contracdo lenta e

contracdo rapida. Existem diferentes isoformas quimiomecéanicas de miosina
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que sao bons marcadores para distincdo dos diferentes tipos de fibras
funcionais. Portanto, no musculo adulto, as fibras tipo | de contracdo lenta
expressam miosina lenta, enquanto as fibras tipo Il de contracdo rapida
expressam miosina rapida (Dubowitz, 1985).

A composicdo da isoforma da miosina varia com o0 processo de
maturacao da fibra muscular.

A descricdo da miogénese foi publicada por Sarnat (1994) que
descreveu etapas do desenvolvimento embrionario da musculatura
esquelética, a partir do conhecimento de sua dupla origem: ectodérmica e
mesodérmica. No periodo pré-mioblastico (0 a 52 semanas gestacionais), 0
ectoderma se diferenciara em somitos que originardo a derme e as células
musculares primarias, os miécitos. O mesoderma lateral se diferenciara em
perimisio e endomisio. No periodo mioblastico (52 a 8% semanas
gestacionais), 0s mioblastos, provavelmente células mesodérmicas
indiferenciadas, tornam-se filamentos finos de actina acumulados e néo
organizados paralelamente. Como todo processo de inducdo, a origem dos
mioblastos é determinada geneticamente.

No periodo miotubular (82 a 152 semanas gestacionais), ocorre a fuséo
dos mioblastos em sincicio multinuclear, tubulares, com os filamentos finos
de actina alinhados paralelamente na periferia. Os filamentos grossos de
miosina sao sintetizados e localizados na regido central dos miotubulos.

O processo de fusdo dos miotubulos progride com a participacao de
filamentos extracelulares de actina. Surgem neste periodo outros

filamentos intermediarios, vimentina e desmina, integrando-se ao
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citoesqueleto do miotubulo. Por volta da 112 semana de gestacdo surge a
proteina distrofina na membrana subsarcolemal. A inervacdo da
musculatura ocorre entre a 112-122 semanas de gestacdo, na metade do
estagio miotubular através de terminacdes nervosas, as quais se formam a
partir da 92 semana de gestacao. No periodo miocitico (10* a 202 semanas
de gestacao), ocorre a diminuicdo da fusdo dos miotubulos e da atividade
mitética dos mioblastos precursores. As fibras musculares crescem em
comprimento pela adicdo de sarcomeros terminais. Nesta fase, ocorre a
reestruturacdo das miofibrilas, a diminuicdo de vimentina e desmina e o
surgimento de miosina neonatal varias isoformas de cadeia pesada e leve.
A diferenciacdo entre as isoformas de miosinas ocorre durante a gestacao
e apos o0 nascimento, sendo este processo influenciado pela inervacédo e

pelo tipo histologico das fibras.
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Figura 1: Representacdo embrionaria

A miosina neonatal € uma proteina encontrada nas fibras em
desenvolvimento, mais precisamente nos mioblastos rapidos, ndo sendo
observada em fibras maduras. Sua expressdo e identificacdo, além do
periodo de desenvolvimento gestacional da fibra muscular, poderdo ser
decorrentes de processo de regeneracdo (Sarnat, 1991; Vajsar, 1993;
Hamalainen, Pette, 1995).

Durante o desenvolvimento muscular, as isoformas de miosina sofrem
transicdo de embrionaria para neonatal, seguindo a forma adulta, sendo que
as isoformas da cadeia pesada de miosina da fase de desenvolvimento sé&o
totalmente substituidas pelas isoformas rapida e lenta em fibras normais de

musculos esqueléticos apendiculares e tronculares em adultos. As isoformas
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de miosina especificas de estagios de desenvolvimento sdo expressas além
desse periodo em alguns musculos cranio-faciais como masseter e extra-
ocular. (Pette,1990).

Monemi (1999) encontrou 26,8% de miosina neonatal na regido
anterior superficial no musculo masseter de idosos, ja na regido superficial
posterior a percentagem foi de 7%, e na regido profunda de 12,5%.

A miosina neonatal estd presente no musculo masseter ao longo da
vida e existe um aumento em sua quantidade relativa durante o avanco da
idade. A andalise de PCR revela a presenca de acido ribonucléico

mensageiro (RNAmM) em adultos idosos. (Monemi, 1996).

3.5 Capacidade adaptativa muscular

Os tipos de fibras de um mudsculo sdo determinados pela unidade
motora e o motoneurdnio que inerva a fibra muscular determina o seu tipo.
No entanto, se a fibra muscular for inervada por outro motoneurénio,
diferente da original, esta ird mudar as suas caracteristicas de acordo com a
inervacao atual. Isto indica a flexibilidade e adaptacdo dos tipos de fibras.
Outros fatores também podem influenciar o tipo de fibra, como por exemplo,
exercicio fisico aerébio tende a aumentar a propor¢cao de fibras do tipo | no
musculo exercitado (Carpenter, Karpati, 2001).

As fibras apresentam alteracdes fenotipicas em resposta ao padréo do

impulso nervoso, mas se admite também a existéncia de uma regulacéo
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miogénica na sua determinacao fenotipica. A regulacdo miogénica ocorre da
seguinte forma: durante o desenvolvimento os mioblastos lentos primarios
apresentam miosina embrionéria e lenta, persistindo apenas a miosina lenta
na fibra muscular adulta; j4, os mioblastos rapidos priméarios apresentam
miosina embriondria e perinatal que sao trocadas pelas isoformas rapidas
nas fibras maduras. Portanto, a diferenciacéo entre fibras lentas e rapidas ja
ocorre na fase de mioblastos, época de inervacdo mudltipla, trazendo
evidéncias de que exista uma regulacdo miogénica para esta diferenciacéo
(Gambke & Rubinstein, 1984; Kelly & Rubinstein, 1994; Ghosh & Dhoot,
1998).

A musculatura esquelética de mamiferos adultos possui grande
capacidade de adaptacdao a demandas fisioldégicas, como no crescimento, no
treinamento e no trauma. Sendo as fibras musculares esqueléticas adultas
caracteristicamente bem diferenciadas.

A idade pode prejudicar a fungcdo muscular, levando a diminuicdo da
velocidade de contracdo (Booth et al., 1994). A idade esta relacionada a
mudancas na composicao dos tipos de fibras (Monemi, 1998). As mudancas
no namero de capilares, alteracdo na composicao dos tipos de fibras dos
musculos da mastigacdo sdo as reacOes adaptativas mais freqientes
mencionadas na literatura (Hammarsten et al.,, 1980, Esbjornsson et

al., 1993).
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3.6 Calibre das fibras musculares

Os musculos apendiculares sao compostos de fibras do tipo | e do tipo
Il em proporgbes e diametros aproximadamente iguais, sendo que o
didmetro dos musculos da mastigacéo e orofaciais sdo quase 50% menores
gue dos musculos apendiculares (Stal, 1987)

Geralmente as fibras dos musculos da mastigacdo sdo menores que as
fiboras de musculos esqueléticos apendiculares. O fato de apresentarem
menor diametro facilita e aumenta a troca de oxigénio e nutrientes,
consequentemente melhora a resisténcia a fadiga, especialmente nas fibras
rapidas. Portanto, 0 menor didmetro pode ser considerado uma vantagem
dos musculos da mastigacéo (Korfage, 2005).

Claramente a atrofia contribui para a fragueza por diminuir o calibre das
fibras musculares, o que reduz a geracéo de forca de contracdo. Mudancas
na tipagem celular que ocorrem com a atrofia também afetam a habilidade
muscular de sustentar a contracdo. Essa fadiga muscular leva a limitacéo

funcional (Michael, 2000).

3.7 Capilares

O fluxo sanguineo é responsavel pela nutricdo das células, energia e
transporte de oxigénio ao tecido muscular, mantendo a homeostasia no

muasculo ativo, porém quando nao é suficiente, pode levar o tecido a
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isquemia, crise de energia e acumulo de substancias que sensibilizam os
nociceptores musculares que levam a dor (Yu et al, 1992).

As fibras musculares esqueléticas tronculares e apendiculares de
contracdo lenta contém uma rede de vasos sanguineos e capilares bem
mais extensa, para fornecer quantidade extra de oxigénio, enquanto as de
contracdo rapida, tipo Il apresentam suprimento sanguineo menos extenso,
visto que o metabolismo oxidativo tem importancia secundaria, menos
mitocdndrias, também pelo papel secundario do metabolismo oxidativo
(Guyton e Hall 1996).

O fluxo sanguineo no musculo masseter € suprido principalmente por 4
grupos de artérias. Na porcdo superior a vascularizacdo € realizada por
ramificacfes da artéria facial superficialmente e medialmente pela artéria
massetérica ramo da artéria maxilar, que corre medialmente e alcanca a
superficie medial do musculo perto de sua borda anterior. Na porcdo média
do muasculo uma ramificacdo da artéria maxilar, ou algumas vezes
diretamente da artéria carétida externa atinge até a borda posterior do ramo
da mandibula até o musculo masseter (Ariji. 2001).

O musculo temporal pode ser dividido em trés por¢cbes, quanto a
vascularizacdo, a anterior que recebe seu suprimento sanguineo da artéria
temporal anterior e profunda, a porcdo medial que é suprida pela artéria
temporal posterior profunda e a porcao posterior que é vascularizada pela
artéria medial temporal (Burggasser et al., 2002).

Relatos de suprimento capilar em musculos esqueléticos de humanos

sedentarios sdo apenas de musculos apendiculares e tronculares, e a
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maioria envolvendo musculos da perna. O parametro mais usado para
descrever densidade capilar € o niumero de capilares em relacdo a area
muscular (Stal et al., 1996). Schmalbruch (1986), concluiu que nao existe
diferenca significativa na densidade capilar entre varios musculos
apendiculares, observando que em média esses musculos apresentaram
entre 300-400 capilares por mmz2, também foi mostrado que em exercicios
contra resisténcia os musculos esqueléticos apendiculares apresentaram
maior densidade capilar e maior oxigenacdo quando comparados 0s
musculos ndo treinados, refletindo a relacdo entre funcdo muscular e
suprimento capilar.

A capilarizacdo dos musculos esqueléticos € influenciada
primariamente de acordo com o diametro das fibras, e é relativamente
independente da tipagem das fibras (Ahmed, 1996).

Em mdsculos apendiculares uma maior densidade capilar foi
observada em fibras do tipo |, em relacéo as do tipo Il. As fibras do tipo | sdo
conhecidas por apresentar maior capacidade oxidativa que as do tipo llA, e
principalmente que as do tipo 1IB. A partir de estudos prévios ja se sabe que
a composicao dos tipos de fibras dos musculos mandibulares e orofaciais é
qualitativamente e quantitativamente diferente dos musculos apendiculares e
tronculares (Eriksson e Thornell, 1994).

Stal et al. (1996) realizaram um estudo onde comparou a capilarizacao
entre dois musculos apendiculares: biceps braquial e primeiro interésseo
dorsal e cinco musculos cranio faciais: zigomatico maior e menor, orbicular

da boca, bucinador e masseter.
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Em relacdo ao numero capilar por mm2 o musculo masseter apresentou
a maior densidade de 813 capilares por mmz2, e o biceps braquial 440
capilares por mmz2, porém em relacdo ao numero de capilares por fibra
muscular o masseter apresentou a menor razdo de 0,7 capilar por fibra,
enguanto o biceps a maior de 1,7 capilar por fibra muscular. Esse resultado
foi relacionado a diferenca de fibras por mm2 onde na mesma éarea foram
observadas 998 fibras por mmz2 no masseter e 250 fibras no biceps braquial.
Os resultados dos musculos apendiculares concordam com a literatura,
porém a maior densidade capilar (cap/mm?) foi encontrada no musculo
masseter, e até entdo ndo havia relato de uma densidade capilar tdo alta na
literatura. O maior niamero de capilar por fibra muscular foi encontrado nos
dois musculos apendiculares, o que sugere um melhor suprimento capilar
nesses musculos em relacdo aos musculos mandibulares. Entretanto o
masseter apresentou uma rede de capilar mais extensa. Essa diversidade
provavelmente reflete as diferencas entre os musculos e sua necessidade de
suprimento sanguineo em relacao ao seu estado funcional.

Véarios métodos imuoistoquimicos tém sido utilizados para analise dos
capilares em musculos esqueléticos. Ulex europaeus agglutinin | - lectin
(UEA 1) é o método mais sensivel e confiavel como marcador endotelial
quando comparado ao Von Willebrand factor (Stephenson et al., 1986). Com
o meétodo Ulex, os capilares sdo frequentemente mais fortemente e melhor
marcados o que torna mais facil o reconhecimento dos capilares (Qu et al.,

1997).
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Parsons et al., (1993) revelaram que capilares marcados por ULEX
europaeus |, revelaram 6% mais capilares em relacdo ao método PAS
amilase na mesma area.

Estudos com eletromiografia mostraram que pacientes que sofrem de
DTM e cefaléia do tipo tensional, quando mastigam, apresentam uma
contracdo mais longa e intensa, levando a disturbios circulatorios aos
musculos afetados (Christensen, 1981).

Os achados de Delcanho (1996) reforcaram o conceito de que
individuos com dor muscular crénica apds contracdo isométrica apresentam
uma recuperacao alterada devido a hipoxia.

Tendo em vista que a DTM de origem muscular apresenta etiologia
idiopética, torna-se evidente a relevancia de um estudo detalhado
morfofuncional dessa musculatura levando-se em conta sua composicao,

metabolismo e funcéo.
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Foram obtidas 60 amostras dos musculos da mastigacdo (Anexo A),
masseter e temporal, no Servico de Verificacdo de Obitos da Capital (S&o
Paulo) da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo, conforme
as normas e autorizacdo do servico e do comité de ética em pesquisa da
Faculdade de Medicina da USP (Anexo B), com intervalo pos-mortem de até
18 horas, de ambos os sexos, de idades divididas por décadas (1* a 9 @
décadas) no periodo de 28 de abril de 2006 a 04 de dezembro de 2007.

Os critérios de exclusédo adotados foram:

e Individuos portadores de doencas infecto-contagiosas como
AIDS e Hepatite
e Presenca de infiltrado inflamatorio e de tecido conjuntivo nos

musculos coletados.

Tabela 1: populacéo de estudo

Décadas 12 28 3@ 43 52 @2 7a g 092

Homem 4 1 3 6 5 6 5 4 3

Mulher 2 2 1 1 3 5 3 4 2
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4.1  Caracterizagao das amostras musculares:

Os musculos utilizados para este experimento foram: masseter e
temporal, sendo que o musculo masseter foi retirado de sua porcéo
profunda, por via extra oral e o musculo temporal foi retirado de sua porcao
superficial média via superior, quando da abertura do cranio para retirada do

encéfalo.

Fig 2: musculo temporal Fig 3:musculo masseter

O tamanho da amostra foi de 2X2Xlcm. Logo apoOs a retirada o
musculo foi envolto em gaze umedecida em solucdo salina isoténica. Na
bancada de congelacdo, o musculo foi preparado, sendo retirado o excesso
de tecido adiposo, fascia e nervos, que porventura acompanhassem o
fragmento. O espécime foi recoberto com talco neutro, no sentido transversal
das fibras e a seguir congelado diretamente em nitrogénio liquido a 170°C
negativos, por imersdo direta, permanecendo mergulhado no nitrogénio
liguido até seu completo congelamento. Os cortes foram realizados em
criostato a -25°C, em laminas silanizadas, com 6um de espessura,

estocadas a -80°C até os procedimentos histolégicos e imunohistoquimicos.
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4.2  Histologia

A coloracao histoldgica usualmente empregada em rotina de analise de
biopsia muscular esquelética em congelacdo é a hematoxilina-eosina (HE)
(Anexo C). Nesta coloracdo os nucleos se apresentam em cor azul-violeta,
fibras em rosa e tecido conjuntivo em rosa claro. Fibras basofilicas podem

ser reconhecidas pela sua cor azulada. Estriagdes ndo sao visiveis.

Todas as laminas foram coradas por HE e avaliadas. Os casos que
preencheram critérios de exclusdo de infiltrado inflamatdério, proliferacdo de
tecido conjuntivo e musculos coletados de individuos portadores de doencas

infecto-contagiosas foram excluidos do presente estudo.

4.3 Imunoistogquimica

O estudo imunoistoquimico das fibras musculares foi realizado por
método de imunoperoxidase StreptABComplex/HRP através da utilizacdo de
anticorpos comerciais primarios especificos para cada proteina do estudo,

realizada em material congelado segundo o protocolo a seguir:
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Tabela 2: anticorpos utilizados:
Anticorpo Empresa Clone Diluicdo Marcacéo
Ulex europaeus biotinilada Vector B-1065 1/800 Células
Aglutinina |l endoteliais
Anti-miosina Neonatal Novocastra  WB-MHCn 1/20 Miosina
neonatal
Anti-miosina rapida WB-MYHCf Novocastra 1/40 M[oslna
rapida
Anti-miosina lenta WB-MYHCs Novocastra 1/80 Mﬂgi'tga

Reacdo imunoistoquimica com amplificacdo pelo complexo
streptavidina-biotina-peroxidase (StreptABC), de acordo com principio
proposto por Hsu e colaboradores, adaptado as nossas condicdes
laboratoriais.

Os cortes seriados foram fixados em acetona a 4°C por 10 minutos.

Lavagem em agua de torneira e agua destilada por 5 minutos cada.
Bloqueio da peroxidase endégena com peroxido de hidrogénio (H202) 3%
em metanol, com trés trocas de 10 minutos cada.

Lavagens em agua corrente e agua destilada.

Lavagem com solucdo salina tamponada com fosfatos (PBS-tampéo

fosfato salina) 10 mM pH 7,4 por 5 minutos.
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Incubacdo das laminas com anticorpo especifico, diluido em tampé&o
PBS contendo BSA 1.0% e NaNs 0.1%, durante 30 minutos a 37°C e em
seguida 16 a 18 horas a 4°C.

Lavagens com tampao PBS com 3 trocas de 3 a 5 minutos cada.

Incubagcdo com anticorpo secundario (especifico para a espécie animal
em que foi produzido o anticorpo primario), em camara umida: 30 minutos a
37°C. Na reacdo com Complexo Avidina-biotina-peroxidase (ABS), o
anticorpo secundario deve estar biotinilado;

Lavagens com tampao PBS com 3 trocas de 3 a 5 minutos cada.

Incubacdo com o complexo Streptavidina Peroxidase (Kit LSAB+,
DAKO codigo K0690), pronto para uso, durante 30 minutos a 37°C.

Lavagem em tampao PBS com 3 trocas de 3 a 5 minutos cada.

Revelacdo com solucdo de substrato cromogénico contendo
diaminobenzidina (Sigma, USA) 0,6%, peroxido de hidrogénio a 0,06%,
dimetilsulféxido a 1% em PBS, em banho de 5 minutos, em camara escura
e a 37°C.

O produto final da reacdo apresenta coloracdo acastanhada,
depositado na regido da célula em que ocorreu a ligacdo do antigeno (AQ)
com o anticorpo primario.

Lavagens em agua corrente e agua destilada.

Contra-coloracdo com Hematoxilina de Harris por 1 minuto, lavagem
em agua corrente e agua destilada. Imersdo rapida em agua amoniacal
(solucdo de hidroxido de amodnia 0,5%) seguido de lavagens em agua

corrente e agua destilada.
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Desidratacéo dos cortes em banhos de alcool a 70%, a 95% e absoluto
(3 trocas de 1 minuto cada), diafanizacdo em banhos de xilol e montagem

em Entellan ( Merck) com laminulas.

4.4  Andlise imunoistoquimica

A andlise da expressdo das proteinas obtidas por reacdes
imunoistoquimicas foi realizada por dois observadores, a calibracao intra
observador, (duas contagens no mesmo campo pelo mesmo observador em
tempos diferentes) e inter observador (contagem do mesmo campo por dois
observadores), foi realizada até se atingir uma margem de erro menor que
10%. A contagem foi realizada através do Programa CELL.

O programa "CELL" foi desenvolvido pela MEVIS Consultoria de
Informatica Médica, Sdo Paulo, Brasil, com o objetivo de automatizar o
processamento quantitativo e morfométrico de fibras musculares, partindo de
imagens obtidas diretamente do microscépio 6ptico de uma camara digital.

O "CELL" permite organizar as imagens em estudos, visualiza-las,
calibra-las em mmz e realizar a identificacdo e contagem de até trés tipos de
células diferentes num mesmo estudo, de forma automatica ou semi-
automatica. Pode -se processar imagens nos formatos tif e jpg.

As imagens sdo convertidas a forma rgb de 8 bits por canal (24 bits por
pixel). O processo de segmentacdo € baseado em mascaras de cores, com

intervalos configuraveis para cada cor primaria. Serdo introduzidos
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algoritmos de rejeicdo de objetos, baseados em valores limites da area e do
fator de forma. O programa admite, também, a interacdo do pesquisador

para o tracado manual das fronteiras.

4.5 Proporgéo das fibras analisadas

Foram analisadas as correspondéncias entre a propor¢cao das fibras
musculares marcadas com a miosina neonatal e capilares (ulex).

Para a andlise e contagem da miosina neonatal foram contadas todas
as fibras com marcagdo positiva na preparacdo imunoistoquimica e
relacionadas com a contagem do numero total de fibras. E para a reacao
com ULEX, foram contados o nimero total de capilares e relacionados com
o numero total das fibras e com a area total de cada campo, ou seja
capilares por fibras e capilares por milimetro quadrado, foram analisadas

pelo menos 500 fibras por caso, com aumento de 200 vezes.

4.6 Histograma da distribuicao e diametro das fibras

musculares

A distribuicdo do calibre das fibras de contracdo lenta e rapida das

amostras foi realizada em programa de computacdo CELL em preparacéo
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de imunoistoquimica com anticorpos anti-miosina lenta e anti-miosina rapida,
segundo o protocolo anteriormente descrito.

Estas reacBes foram realizadas em conjunto com a pos graduanda
Thatiana Bastos Guimaraes, que utilizou as mesmas reacdes para analise
de distribuicdo do tipo de fibras.

Os resultados foram apresentados na forma de histogramas e tabelas.
O programa "CELL" foi desenvolvido adaptado para PC, com Windows
95198, com processador Intel Pentium li, 64 Mbytes de RAM e placa de
video SVGA 1280x1 024 True Color.

Foi realizado o histograma de expresséo positiva de miosina neonatal,

capilares por fibras, densidade capilar e diametro das fibras musculares.

4.7 Andlise estatistica

Para comparacdo de 2 grupos (comparacao entre 0os géneros e
masseter e temporal) utilizou-se teste t de Student ou teste de Mann-
Whitney.

Na comparacao de 3 grupos (grupos etarios: jovens adultos e idosos)
utilizou-se a técnica de Analise de Variancia (ANOVA) ou teste de Kruskal-

Wallis.
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5.1 Populacao de estudo

Foi coletado para o presente estudo um total de 60 amostras, sendo
24 amostras do género feminino e 36 amostras do género masculino.

A idade dos 24 individuos do género feminino, por ocasido da
realizagcdo da autdpsia, variou de 1 més a 87 anos, completando as 9
décadas. Das 24 amostras coletadas 17 foram incluidas e 7 excluidas pelo
diagnéstico final da autopsia de doencas infecciosas, por apresentarem
infiltrado inflamatoério, ou proliferacdo do tecido conjuntivo, na analise
morfologica pela HE.

A idade dos 36 individuos do género masculino, por ocasidao da
realizacdo da autopsia, variou de 1 més a 87 anos, completando as 9
décadas. Das 36 amostras coletadas 20 foram incluidas e 16 excluidas do
estudo pelos mesmos motivos citados acima.

As amostras incluidas no presente estudo estdo discriminadas na

tabela 3.

Tabela 3: distribuicdo do numero de casos estudados por década nos

género feminino e masculino

Décadas
10 20 30 40 50 60 70 80 90
Feminino 2 2 1 1 2 3 2 2 2

Masculino 2 1 2 3 3 2 2 3 2
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5.2 Capilar por fibras

Os resultados da contagem do numero de capilares dividido pelo
namero de fibras, separados por décadas estdo discriminados na tabela 4
(feminino) e tabela 5 (masculino), seguidos de seus graficos 1 (feminino) e 2

(masculino).

Tabela 4: numero de capilares por fibras no género feminino

Masseter Temporal
Décadas : - — : : —
Capilar/fibra Média (DP) | Capilar/fibra  Média (DP)
1 0,43 0,47
0,32 (0,16) 0,42 (0,07)
1 0,21 0,37
2 0,75
0,76 (0,014)
2 0,77 0,45
3 0,62 0,46
4 0,54 0,41
5 0,78 0,78
0,77 (0,02) 0,77 (0,02)
° 5 0,75 0,75
E 6 0,83 0,5
e 6 14 0,74 (0,39) 0,97 0,65 (0,24)
6 0,65 0,8
7 0,5
0,51 (0,021)
7 0,53 0,9
8 0,47 0,84
0,51 (0,05) 0,96 (0,17)
8 0,54 1,08
9 0,98 0,69
0,76 (0,32) 0,65 (0,06)
9 0,53 0,6
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Tabela 5: numero de capilares por fibras no género masculino
Masseter Temporal
Décadas —— - —— -
Capilar/fibora  Média (DP) Capilar/fibra Média (DP)
1 0,28 0,17
0,24 (0,06) 0,21 (0,05)
1 0,2 0,24
2 0,91 0,62
3 0,46 0,88
0,67 (0,3) 0,77 (0,16)
3 0,88 0,65
4 0,7 1,19
4 0,72 0,73 (0,04) 0,71 0,78 (0,38)
4 0,78 0,44
o 5 0,5 0,95
= 5 0,73 0,66 (0,14) 0,77 0,76 (0,2)
7 5 0,74 0,56
= 6 0,76 0,84
0,71 (0,07) 0,72 (0,18)
6 0.66 0,59
7 0,64 0,68
0,94 (0,42) 0,75 (0,09)
7 1,23 0,81
8 0,62 0,47
8 0,55 0,55 (0,1) 0,48 (0,01)
8 0,48 0,49
9 0,66 0,59
0,72 (0,59) 0,47 (0,16)
9 1,5 0,82
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Graficol: capilar por fibra no grupo feminino
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Graéfico 2: capilar por fibra no grupo masculino
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O numero de amostras por década néo foi suficiente para permitir a

andlise estatistica e, portanto agrupou-se as amostras por grupo etario
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considerando-se grupo jovem (0 - 24 anos), grupo adulto (25 — 59 anos) e
grupo idoso (acima de 60 anos).
A analise dos resultados com este tipo de grupamento € apresentado

a sequir.

Tabela 6: nimero de capilar por fibra nos grupos etarios nos muasculos

masseter e temporal

Grupo etario

Mduasculo p
Jovem n=8 Adulto n=16 Idoso n =13

Média (DP) 0,5 (0,26) 0,75 (0,20) 0,74 (0,34) 0,092
Mediana 0,45 0,73 0,53

Masseter | Min — max 021-091 05-1,41  047-151
Fem Média (DP) 0,47 (0,28) 0,80 (0,28) 0,61 (0,21)
Masc Média (DP) 0,46 (0,32) 0,72 (0,1) 0,86 (0,41)
Média (DP) 0,51(0,23) 0,72(0,22) 0,72(0,23) 0,077
Mediana 0,46 0,78 0,69

Temporal |Min — max 0,17 -0,88 0,41-1,19 0,34-11
Fem Média (DP) 0,43 (0,05) 0,67 (0,21) 0,82 (0,19)
Masc Média (DP) 0,48 (0,33) 0,74 (0,23) 0,64 (0,15)

O nuamero de capilares por fibras foi praticamente similar nos

musculos masseter e temporal, sendo de 0,45 e 0,46 em jovens, 0,75 e 0,78

em adultos e 0,53 e 0,69 em idosos (p=0,092 e 0,077 respectivamente).

Os resultados estdo apresentados na Tabela 6, e a representacao

grafica no gréfico 3.
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Grafico 3: numero de capilar por fibra nos grupos etarios nos musculos

masseter e temporal
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Tabela 7: resultados de capilar/fibora segundo as variaveis musculos

Masseter e Temporal

Muasculo Diferenca

Masseter Temporal Temporal — Masseter

Capilar/Fibran = 37

média (dp) 0,70 (0,28) 0,67 (0,24) -0,02 (0,28)
mediana 0,66 0,68 0
minimo — maximo 0,21-151 0,17-1,19 -0,67 — 0,55

Grafico 4: numero de capilar por fibra nos musculos masseter e temporal

P=0,621
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O nuamero de capilares por fibras foi praticamente similar nos

musculos masseter e temporal, sendo respectivamente 0,66 e 0,68.

Tabela 8: resultados de capilar por fibra segundo as variaveis género e

musculos masseter e temporal

Masculino Feminino
(n =20) (n=17)
Masseter
média (dp) 0,73 (0,30) 0,66 (0,26)
mediana 0,71 0,62
minimo — maximo 0,28-1,51 0,21-1,41
comparagao p = 0,495
Temporal
média (dp) 0,68 (0,25) 0,66 (0,23)
mediana 0,66 0,69
minimo — maximo 0,17-1,19 0,34-1,08
comparagao p=0,756
Grafico 5: capilar por fibra nos grupos masculino e feminino
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O nuamero de capilares por fibras foi praticamente similar nos
musculos masseter (género feminino 0,71 e masculino 0,62) e temporal
(género feminino 0,66 e masculino 0,69), ndo apresentando significancia
estatistica, (p=0,495 e p=0,756).

O numero de capilares pode ser calculado ainda pelo numero de
capilares por area (densidade capilar). Esta andlise foi realizada
adicionalmente, porque, observou-se uma reducdo do calibre das fibras
tipo 1l, 0 que pode propiciar uma queda irreal no niamero de capilar/fibras, se
este for calculado pelo nimero de fibras. A analise da densidade capilar é

apresentada a seguir.
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5.3 Densidade Capilar

Os resultados da contagem do nimero de capilares mmz?, separados
por décadas estdo discriminados na tabela 9 (feminino) e tabela 10

(masculino), seguidos de seus graficos 6 (feminino) e 7 (masculino).

Tabela 9: densidade capilar no género feminino

Masseter Temporal
Décadas : : : -
Capilar/mm2 Média (DP) | Capilar/mm2  Média (DP)
1 214 243
211,5 (3,54) 226 (24,04)
1 209 209
2 198 140
199 (1,41) 138 (2,12)
2 200 137
3 180 141
4 120 121
5 21 188
68,5 (67,18) 154 (48,08)
= 5 116 120
E 6 115 100
3 194,67
w 6 317 (107.55) 119 129,33 (35,64)
6 152 169
7 160 170
159 (0,7) 172,5 (3,53)
7 159 175
8 134 173
135,5 (2,12) 98 (106,07)
8 137 23
9 285 185
228,5 (79,9) 150 (49,5)
9 172 115
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Tabela 10: densidade capilar no género masculino
Décadas Masseter Temporal
Capilar/mm2 Média (DP) |Capilar/mm2  Média (DP)
1 360 260
1 363 361 (2,12) 264 262 (2,82)
2 252 108
3 165 176 (15,56) 162 138,5 (33,23)
3 187 115
4 175 206,33 141 158,67 (33,23)
4 281 197
4 163 138
o 5 165 (1442?’1657) 141 134,67 (35,92)
?, 5 165 167
g 5 92 96
6 124 140,5 (23,33) 190 145 (63,64)
6 157 100
7 126 155 (41,01) 107 165 (82,02)
7 184 223
8 104 102 (2,08) 111 112 (3,6)
8 100 109
8 101 116
9 414 155 (76,37) 154 210 (79,2)
9 306 266
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Grafico 6: densidade capilar no género feminino nos musculos masseter e

temporal
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Gréfico 7: densidade capilar no género masculino nos musculos masseter e

temporal
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O numero de amostras por década nao foi suficiente para permitir a
analise estatistica e, portanto agrupou-se as amostras por grupo etario
considerando-se grupo jovem (0 - 24 anos), grupo adulto (25 — 59 anos) e
grupo idoso (acima de 60 anos).

A analise dos resultados com este tipo de grupamento € apresentado

a seguir na tabela 11.

Tabela 11: densidade capilar por grupo etario nos musculos masseter e

temporal
Grupo etério
Jovem n=8 Adulto n=16 Idoso n =13 p
Média (DP) 226,1(66,3) 156,8 (68,8) 206,6 (105,2) 0,125
Mediana 209 158 172
Masseter |Min - max 165 — 363 21 - 317 101 - 414
Fem Média (DP)  200,7 (15) 156 (43) 248 (65)
Masc Média (DP) 205 (24) 163 (32) 239 (89)
Média (DP) 180,6 (58,8) 142,3(34,4) 151,3(71,5) 0,285
Mediana 162 140 154
Temporal |Min - max 108 — 264 96 — 197 23 — 266
Fem Média (DP) 178,4 (67) 139,5(75)  149,3 (83)
Masc Média (DP) 159 (48) 146,7 (65) 157 (49)
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A densidade capilar foi praticamente similar nos musculos masseter e
temporal, sendo de 226 e 180 em jovens, 156,8 e 142,3 em adultos e 206,6
e 151,3 em idosos (p=0,125 e 0,285 respectivamente).

Os resultados estdo apresentados na Tabela 4, e a representacao

gréfica no gréfico 3.

Grafico 8: Densidade capilar nos grupos etarios, musculos masseter e
temporal
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A tabela 12 representa os resultados de densidade capilar segundo
as variaveis musculos Masseter e Temporal seguido de sua representacéo

gréfica, no histograma 9.

Tabela 12: densidade capilar nos musculos masseter e temporal

Musculo Diferenca
Masseter Temporal Temporal - Masseter
Capilar/Fibran = 37
média (dp) 186,0 (83,2) 153,22 (52,8) -32,8 (78,6)
mediana 165 141 -21,5
Minimo — méaximo 21 -414 23 — 266 -260 — 167

Grafico 9: Densidade capilar nos musculo masseter e temporal
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A densidade capilar foi maior no masculo masseter, estatisticamente

significante.

Tabela 13: densidade capilar nos géneros masculino e feminino, nos

musculos masseter e temporal.

Masculino Feminino
(n = 20) (n=17)
Masseter
média (dp) 201,2 (91,3) 168,7 (72,1)
Mediana 165 159
minimo — maximo 92 -414 21 - 317
comparacéao p=0,278
Temporal
média (dp) 157,9 (54,0) 147,9 (52,8)
Mediana 141 141
minimo — maximo 96 — 266 23 — 243
comparagao p = 0,599

Gréfico 10: niamero de capilar por fibra no género masculino e feminino nos

musculos masseter e temporal.
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O numero de densidade capilar foi praticamente similar nos masculos
masseter (género feminino 168,7 e género masculino 201,2 ) e temporal
(género feminino 147,9 e género masculino 157,9), ndo apresentando

significancia estatistica, (p=0,278 e p=0,599).

5.4 Miosina neonatal

O resultado da contagem de miosina neonatal foi dividido por
décadas, e discriminados na tabela 14 (género feminino) e tabela 15 (género

masculino) seguido de seus gréaficos 11 e 12.

Tabela 14: expressao positiva de miosina neonatal no género feminino

Masseter Temporal
Décadas | 9 Miosina . % Miosina N
Neonatal Media (DP) Neonatal Media (DP)
1 21,53 16,43 52,64 (51,2)
51,28 (42,07)
1 81,03 88,84
2 5,38 4,29
10,33 (6,99)
2 15,27 34,49 19,39 (21,35)
3 18,81 5,6
4 0 5,73
o 5 73,3 0,22 4,43 (5,95)
c 37,58 (50,52)
c 5 1,85 8,63
E, 6 3,08 3,13
6 86,5 50,97 (43,06) 51,92
6 63,32 6,77 20,61 (27,18)
7 25,05 11,91
8 40,27 23,24
25,73 (20,57)
8 11,18 8,85 16,05 (10,18)
9 31,63 12,76
16,22 (21,8)
9 0,8 27,2 19,98 (10,21)
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Tabela 15: expressao positiva de miosina neonatal no género masculino

Masseter Temporal
becadas nMosing  media (0p) | R MOSIN wedia (DP)
1 93,39 74,8 (26,3) 57,85
62,15 (6,08)
1 56,2 66,45
2 63,85 17,18
3 85,39 43,12 (59,78) 60,68 31,11 (41,82)
3 0,85 1,54
4 52,49 36,69 (13,95) 37,64 40,5 (8,44)
4 26,05 33,86
4 31,54 50
§ 5 82,77 51,93 (41,7) 33,55 33,95 (23,16)
3 5 4,48 11
§ 5 68,54 57,31
6 3,14 9,16 (8,51) 21,22 22,55 (1,88)
6 15,17 23,88
7 81,28 72,38 (12,59) 30,09 48,66 (26,26)
7 63,47 67,23
8 30,6 28,95 (2,34) 0,58 1,32 (1,04)
8 27,29 2,05
9 77,03 62,86 (20,04) 62,95 37,07 (36,61)
9 48,69 11,18
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As figuras 4 e 5 representam as porcentagens destacadas nas

tabelas 14 e 15..
Masseter Temporal

5° década

6°década

7° década

Figura 4: Coloragcdo neonatal, género feminino
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Masseter Temporal
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6° década
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Grafico 11: expressao positiva de miosina neonatal no género feminino
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Gréfico 12: expressao positiva de miosina neonatal no género masculino
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O numero de amostras por década nao foi suficiente para permitir a
andlise estatistica e, portanto agrupou-se as amostras por grupo etario
considerando-se grupo jovem (0 - 24 anos), grupo adulto (25 — 59 anos) e

grupo idoso (acima de 60 anos).
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A analise dos resultados com este tipo de grupamento € apresentado

a seguir.na tabela 16, e sua representacdo em histograma no gréafico 13

Tabela 16: expressao positiva de miosina neonatal nos grupos etarios

Grupo etario

Jovem n=8  Adulton=16 Idoson=13 p

Média (DP) 52,7 (34,4) 33,2(32,4) 41,6(253) 0,348
Mediana 60 22,4 35,9

Masseter | viin - max 5,4 -93,4 0,0- 86,5 0,8 -81,3
Fem Média (DP) 30,8 (34,14) 35,27 (37,7) 21,79 (15,83)
Masc Média (DP) 74,71 (17,55) 31,67 (30,02) 54,73 (23,02)
Média (DP) 43,3 (29,6) 22 (19,6) 294 (22,5) 0,118
Mediana 46,2 16,1 25,2

Temporal | \in  max 4,3-88,8 02-57,3  2-67,2
Fem Média (DP) 36,52 (37,34) 35,54 (17,93) 16,79 (7,95)
Masc Média (DP) 50,54 (22,53) 30 (17,74) 29,01 (29,89)

Gréfico 13: expressao positiva de miosina neonatal nos grupos etarios
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A porcentagem de expressao positiva de miosina neonatal foi
praticamente similar nos musculos masseter e temporal e nos grupos
etarios, ndo apresentando significancia estatistica,sendo respectivamente

p=0,348 e 0,118.
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A tabela 17 representa os resultados da miosina neonatal, segundo
as variaveis musculos masseter e temporal seguido de sua representacéo

em histograma no grafico 13

Tabela 17: expresséo positiva de miosina neonatal nos musculos masseter e

temporal
Musculo Diferenca
Masseter Temporal Temporal - Masseter
Miosina Neonatal n = 37
Média (dp) 40,4 (30,8) 29,2 (23,8) -11,2 (24,8)
mediana 31,6 23,6 -8,2
minimo — maximo 0,0-93/4 0,2 -88,8 -73,1-27,4
comparagao p=0,010*

Grafico 14: expressdo positiva de miosina neonatal nos masculos masseter

e temporal
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A porcentagem da expressao positiva de miosina neonatal foi
estatisticamente significante na amostra total (p=0,010), com maior
guantidade no musculo masseter.

A tabela 18 representa os resultados de miosina neonatal segundo as
variaveis género e musculos masseter e temporal, seguida de sua

representacdo em histograma no grafico 15

Tabela 18: expresséo positiva de miosina neonatal nos géneros masculino e

feminino
Género
Masculino Feminino
(n =20) (n=17)
Masseter
média (dp) 48,7 (29,4) 29,9 (30,1)
mediana 54,3 20,2
minimo — maximo 0,8-93/4 0,0 -86,5
comparacéao p =0,068
Temporal
média (dp) 37,0 (22,0) 19,4 (23,0)
mediana 35,5 10,4
minimo — maximo 15-67,2 0,2 -88,8
comparagao p=0,025*
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Graficol5: expressao positiva de miosina neonatal nos géneros masculino e

feminino
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Resultado de expressdo positiva de miosina neonatal segundo a
varidvel género, apresentou resultado estatisticamente significante na % de
Miosina Neonatal no musculo Temporal (p = 0,025), onde o Grupo masculino
apresentou média significantemente maior do que a do Grupo feminino

Diferenca néo foi significante na percentagem de Miosina Neonatal no

musculo Masseter (p = 0,068).

5.5 Diametro

A mensuracdo do didmetro das fibras musculares esta discriminado

por décadas na tabela 19 (feminino) e 20 (masculino) seguido de seus

gréficos 16, 17, 18 e 19.
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Tabela 19: Diametro das fibras musculares discriminado por décadas no

género feminino

Masseter Temporal
Média Média Média Média
Décadas | rapidas (DP) lentas (DP) |rapidas (DP) lentas (DP)
1 15,14 143 19,53 16.84 15,81 15.4 16,87 18.32
1 13,46 (1,19) 14,15 (3,8) | 14,98 (0,59) 19,76 (2,04)
2 39,13 37,53 44,59 44.8 24,02 10.83 27,76 27,67
2 35,92 (2,27) 45,00 (0,29) | 15,64 (5,93) 27,58 (0,13)
3 13,73 26,69 16,42 43,73
4 23,44 40,86 33,99 50,46
5 14,22 26.51 39,25 46,64 31,40 33,01 41,92 43,93
.g 5 38,80 (17,38) 54,03 (10,45)| 34,61 (2,27) 45,93 (2,84)
E 6 39,81 51,04 37,69 46,70
o 27,64 41,84 27,91
L 6 16,52 (11.68) 28,55 (11.79) 19,31 (9,25) 32,68 41,11
6 26,58 45,92 26,72 43,96 (7,43)
7 14,59 16,11 26,09 29,07 14,46 15.65 29,50 27 44
7 17,62 (2,14) 32,04 (4,21) | 16,83 (1,68) 2537 (2,92
8 21,93 17.72 33,05 29,61 34,66 26.57 42,11 37.96
8 13,51 (5,95) 26,17 (4,86) | 18,47 (11,45) 33,81 (5,87)
9 13,49 12.13 33,26 27.2 17,77 15.89 30,57 28.67
9 10,77 | (1,92) | 21,13 | (8,58) | 14,00 | (2,67) | 26,76 | (2,69)
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no género masculino

Tabela 20: diametro das fibras musculares discriminado por décadas

Masseter Temporal
Década |réapidas Média lentas Média rapidas Média lentas Média
P (DP) (oP) | (DP) (DP)
1 13,19 12,28 10,64 13,36 10,16 10,14 14,13 16,68
1 11,36 (1.29) 108 (3.85) | 1011 (0.04) 1923 (3,61)
2 26,06 35.04 40,78 4518
3 1695 3058 2657 3501 | 4944 4585 5493 5071
3 | 4421 (1928) 4345 (11.94)| 4225 (5.08) 4648 (5.98)
4 15,29 47,21 32,31 80,01
25.49 4248 26,48 57,42
4 2326 1748 3342 (785 | 2257 (515 4643 (Jg'se)
4 37,92 46,82 24,55 45,83
o 5 15,88 30,05 16,68 30,13
= 2557 36,34 28,16 32,03
E 5 18,93 (1422) 31,08 (10.02) 15,80 (2065) 28,33 (4.93)
Q 5 41,90 47,90 52,00 37,63
s
6 43,07 291 51,41 42,4 35,04 24,26 47,66 38,69
6 15,12 (19,76) 3338 (12,75)| 1348 (15.25) 2972 (12,69)
7 31,45 242 40,93 37,22 28,30 21,72 45,74 39,15
7 16,95 (10,25) 3350 (5.25) | 1513 (931) 3256 (9.32)
8 15,20 30,20 16,06 37,11
26,87 37,78 27.44 36,58
8 38,54 (14.03) 4535 7.87) 38,81 (12.95) 36,05 (2.49)
8 13,37 34,08 16,72 40,79
9 2109 1761 4542 3509 | 2019 1547 4197 3681
9 1413 (492) 2675 (132) | 1274 (5.27) 3165 (7.3)
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Grafico 16: Diametro das fibras no género feminino musculo masseter
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Grafico 17: Diametro das fibras no género feminino musculo temporal
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Grafico 18: Diametro das fibras no género masculino musculo temporal
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Gréfico 19: Diametro das fibras no género masculino musculo masseter
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O numero de amostras por década nédo foi suficiente para permitir a
analise estatistica e, portanto agrupou-se as amostras por grupo etario
considerando-se grupo jovem (0 - 24 anos), grupo adulto (25 — 59 anos) e
grupo idoso (acima de 60 anos).

A analise dos resultados com este tipo de grupamento € apresentado

a seguir.na tabela 21, e sua representacédo grafica nos histogramas 20 e 21.

Tabela 21: Diametro das fibras musculares discriminado por grupo etario

Grupo Etéario

Jovem Adulto ldoso
(n=8) (n =16) (n=13)

Masseter rapidas
média (dp) 21,4 (10,9) 26,8 (11,9) 18,7 (8,0)
Mediana 16 23,4 15,2
minimo — maximo 11,4-39,1 13,7 -44,2 10,8 - 38,5
comparagao p=0,123

Masseter lentas
média (dp) 26,5 (13,6) 40,7 (9,0) 32,9 (7,4)
Mediana 23,1 42,2 33,1
minimo — maximo 10,6 — 45,0 26,7-54,0 21,1-454
comparagao p = 0,005 *

Temporal rapidas
média (dp) 22,6 (14,7) 28,4 (10,9) 20,3 (8,3)
Mediana 15,7 29,1 16,8
minimo — maximo 10,1-49,4 13,5-52,0 12,7 - 38,8
comparagao p=0,141
Temporal lentas
média (dp) 28,2 (14,5) 43,6 (12,1) 34,9 (6,3)
Mediana 23,7 44,9 33,8
minimo — maximo 14,1 - 54,9 28,3-80,0 25,4 - 45,7
comparagao p = 0,006 *
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Grafico 20: Diametro das fibras musculares nos grupos etéarios
Masseter
60 - pP= 0,001
50 . p = 0,025 p = 0,001
o
= O Répida
f% B Lenta
)]
Jovem Adulto ldoso
Graéfico 21: Diametro das fibras musculares nos grupos etarios
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Os resultados da mensuracdo do diametro nos grupos etarios foi
estatisticamente significante na avaliagdo nos masculos masseter e temporal
no grupo Jovem respectivamente p = 0,025 e p = 0,012, com maior diametro
nas fibras lentas, grupo adulto musculos masseter p = 0,001 e temporal p =
0,002, com maior diametro nas fibras lentas, grupo idoso musculo masseter

p = 0,001 e temporal p = 0,002, com maior diametro nas fibras lentas.
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A tabela 22 representa os resultados da mensuracao do diametro das

fibras, segundo as variaveis musculos Masseter e Temporal seguido de sua

representacao grafica, no grafico 22.

Tabela 22: Diametro das fibras musculares nos musculos masseter e

temporal
Diametro das Fibras Diferenca
rapidas lentas Lentas —rapidas
Masseter n = 37
média (dp) 22,8 (10,9) 34,9 (11,0) 12,1 (7,1)
Mediana 17 33,4 115
minimo — maximo 10,8 - 44,2 10,6 — 54,0 -2,6-31,9
comparagao p <0,001*
Temporal n = 37
média (dp) 24,3 (11,3) 37,2 (12,4) 12,9 (10,1)
Mediana 19,3 37,1 12,8
minimo — maximo 10,1 -52,0 14,1 -280,0 -14,4 — 47,7

Grafico 22: Diametro das fibras musculares nos musculos masseter e

temporal
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A mensuracdo do didmetro na amostra total foi estatisticamente
significante na avaliacdo no musculo Masseter (p < 0,001), com maior
didmetro nas fibras lentas e no musculo Temporal (p < 0,001), com maior
didmetro nas fibras lentas.

A tabela 23 representa os resultados da mensuracdo do diametro
segundo as variaveis género e musculos masseter e temporal, seguida de

sua representacédo grafica, pelos graficos 23 e 24.

Tabela 23: Diametro das fibras musculares nos géneros masculino e

feminino

Masculino Feminino
(n =20) (n=17)

Masseter rapidas
média (dp) 23,7 (11,4) 21,7 (10,4)
Mediana 17,9 16,5
minimo — maximo 11,4-44,2 10,8 - 39,8
comparacao p =0,503

Masseter lentas
média (dp) 35,5 (10,8) 34,2 (11,5)
Mediana 33,8 33,1
minimo — maximo 10,6 - 51,4 14,2 -54,0
comparacao p=0,732

Temporal rapidas
média (dp) 25,7 (13,3) 22,8 (8,5)
Mediana 21,4 18,5
minimo — maximo 10,1 -52,0 14,0 - 37,7
comparacao p =0,429

Temporal lentas
média (dp) 39,6 (13,9) 34,4 (10,1)
Mediana 39,2 32,7
minimo — maximo 14,1 -80,0 16,9 - 50,5
comparacéo p=0,213
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Grafico 23: Diametro das fibras musculares no musculo masseter
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Grafico 24: Diametro das fibras musculares no musculo temporal
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Os resultados da mensuracéo do diametro segundo a variavel género
nao, apresentaram resultados estatisticamente significantes no diametro das
fibras rapidas (p = 0,503) e lentas no musculo Masseter (p = 0,732); rapidas

(p = 0,429) e lentas no musculo Temporal (p = 0,213).
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Grafico 25: Representacao linear da distribuicdo de capilar/fibra em ambos os géneros
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Gréfico 26: Representacao linear da distribuicdo de miosina neonatal em ambos os géneros.
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6.1 Capilares

O presente estudo avaliou a presenca de capilares nos musculos
masseter e temporal da primeira a nona década através de duas
metodologias, calculando-se em proporcdo ao numero de capilares por
fibras e capilares por area. Quando observado o nimero de capilares por
mm2, o musculo masseter apresentou em meédia 186 cap/mmz2, e no musculo
temporal 153 cap/mmz2, menor do que o descrito na literarura (Stal 1995).

A densidade capilar em musculos da mastigacao foi primeiramente
descrita por Stal em 1995, onde por imunoistoquimica, utilizando-se
anticorpo anti-laminina, avaliou-se grupos musculares com diferentes
origens embriologicas, morfologia e funcdo, divididos em orofaciais:
zigomatico maior, menor, orbicular da boca, bucinador e masseter, e
apendiculares: biceps braquial e 1° interosseo dorsal, coletados de cinco
individuos, com idade média de 28 anos e intervalo post-morten de 1 a 3
dias. Os musculos orofaciais, em especial 0 masseter apresentaram a maior
densidade capilar ja relatada em muasculos esqueléticos, 813 cap/mm2,
enguanto que o biceps apresentou 440 cap/mmz2. Em relacdo ao numero de
capilares por fibras, os musculos apendiculares apresentaram maior
capilarizacdo que o musculo masseter sendo. 1,7 cap/fibora e 1 capl/fibra,

respectivamente.
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Em 1996, Ahmed et al, avaliou o0 niumero de capilares por fibra, e a
densidade capilar (0 niumero de capilares por area), de 15 amostras do
muasculo quadriceps femural de 10 homens e 5 mulheres através de
imunoistoquimica (Ulex europaeus lectin) e o tipo de fibra através de
histoquimica (ATPase), e observaram a densidade capilar 442 + 52 cap/mmz2
e concluiram que o suprimento capilar € primariamente relacionado ao
diametro das fibras e é relativamente independente do seu tipo.

O presente estudo apresentou resultados diferentes quando
comparados com os de Stal, em relacdo a densidade capilar, isso pode
estar relacionado a varios fatores, como por exemplo, a regido do
musculo onde foi feita a analise, o anticorpo e técnica utilizados na
imunoistoquimica e fatores individuais como género, idade, tipo de dieta,
presenca de bruxismo, uso de priotese e auséncia de dentes, sendo
algumas destas caracteristicas dificeis de se obter em se tratando de
material biolodgico obtido de autépsias.

Em relacdo ao numero de capilares dividido pelo niamero de fibras,
observou-se no presente estudo média de 0,7 capilares/fibora no musculo
masseter e 0,66 capilar/fibra no musculo temporal. Os resultados de Stal em
relacdo ao numero de capilares por fibra foi de 1,0 no masseter e 1,7 no
temporal. As divergéncias nos resultados podem ser atribuidas aos fatores ja
citados anteriormente, e principalmente pode estar relacionada ao diametro
das fibras musculares, jA que o numero de fibras influéncia diretamente o
resultado, e quanto menor o diametro maior serd o numero de fibras, o que

pode levar a uma razdo menor que o esperado pelo calculo por area.
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Por esse motivo ficou clara a necessidade de se estudar a variagdo do

calibre das fibras musculares.

6.2 Calibre das fibras musculares

Em relagé@o ao calibre das fibras dos musculos masseter e temporal, a
média do didametro observada das fibras do tipo | foi de 34,8um e 37,2um e
do tipo Il foi de 22,7um e 24,6um, respectivamente nos musculos masseter e
temporal, através do programa de computacdo Nikon NIS-Elements BR 3.0.
Concordando com o estudo de Ringgvist M. (1971) que mostrou que nos
musculos da mastigacdo ndo havia uma diferenca estatistica significante
entre o tamanho das fibras do musculo de homens e mulheres e que as
fibras do tipo Il geralmente eram dominantes em nimero e eram menores
em diametro que as fibras tipo I. Ambos os tipos de fibras tinham diametro
menor que os tipos de fibras correspondentes do musculo apendicular
biceps braquial.

Eriksson, et al (1983) também estudaram os musculos da mastigacao e
notaram que as fibras do tipo Il eram menores em didametro quando
comparadas a outros tipos de fibras e que este fato poderia estar
relacionado as mudancas evolutivas nos habitos mastigatorios.

Eriksson et al (1983), verificaram que o musculo e as subunidades
destes musculos mostravam um padrdo caracteristico das fibras, tanto na

freqUéncia relativa, quanto no diametro dos tipos de fibras, que o diferiam
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significantemente entre as diferentes porcdes. Observaram a diferenca entre
os diametros das fibras tipo | e tipo Il, sendo as fibras tipo Il geralmente
menores, o que deveria refletir em mudancas evolutivas nos habitos
mastigatorios, assim como em adaptacdo aos alimentos de diferentes
texturas.

Geralmente as fibras dos musculos da mastigacdo tem diametro menor
que as fibras dos musculos apendiculares e tronculares e isso facilita um
aumento na troca de O2 e nutrientes, levando a uma maior resisténcia a
fadiga, especialmente nas fibras rapidas. Consequentemente, o menor
diametro nas fibras dos musculos da mastigacédo pode ser considerado uma
vantagem (Korfage 2005).

Kirkeby et al (2001), em estudos com amostras de partes bem
definidas dos musculos masseter e temporal, concluiram que as fibras do
tipo intermediario variam mais no didametro que as do tipo | e I, mas a
maioria das fibras intermediarias foi menor que as do tipo | e maior que as
do tipo Il.

De acordo com os dados da literatura, existe uma especulacdo de que
as fibras do tipo Il, diminuem calibre e aumentam em nimero como passar
da idade, para fazer essa associacao foi estudada a expressdo de miosina
neonatal nessa musculatura como marcador de fibras em regeneracao e

renovacao.
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6.3 Miosina Neonatal

A miosina neonatal é uma proteina encontrada nas fibras em
desenvolvimento, mais precisamente nos mioblastos rapidos, ndo sendo
observada em fibras maduras. Sua expressdo e identificagdo, além do
periodo de desenvolvimento gestacional da fibra muscular, poderdo ser
decorrentes de processo de regeneragao (Sarnat, 1991, Vajsar, 1993,
Hamalainen, Pette, 1995). Nesse estudo onde foram avaliados os musculos
masseter e temporal de 36 individuos da 1° a 9° década, foi observada a
presenca de miosina neonatal em todas as décadas em ambos os musculos,
porém com um decréscimo com o passar da idade.

Soussi-Yanicostas et al (1990) observaram que o desenvolvimento do
musculo masseter ocorria de maneira diferente a dos outros musculos. A
MHC embrionaria e neonatal, no muasculo masseter, estavam presentes
tanto durante a gestacao (23 semanas = 7,9%) quanto ap0s o nascimento
(18 meses = 14,3%), permanecendo até a fase adulta (19,1%).No entanto,
no muasculo quadriceps essas cadeias de miosina eram substituidas por
volta da 30° semana de gestacdo. Com este estudo demonstraram que a
maturacdo histoquimica tardia estava ligada a diferenciacdo bioquimica
tardia do musculo masseter quando comparado ao musculo quadriceps.

Stal em 1994, também notaram a presenca da isoforma da MHC
neonatal no musculo masseter e combinacbes de isoformas de miosina
pesada, as quais ndo foram encontradas nos musculos orofaciais e

apendiculares.
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Monemi et al em 1996, estudando amostras do musculo masseter de 6
individuos idosos e 2 individuos adultos com intervalo post morten de 1 a 3
dias, concluiram que ha um aumento de miosina neonatal com passar da
idade. O que discorda com o presente estudo no qual o nimero da amostras
utilizadas (35), ultrapassa em cinco vezes o numero de amostras do estudo
de Monemi.

Em 1999, Korfage et al, observaram a expressdao de MyHC neonatal
presente no musculo temporal, e esta apresentava-se em combinacdo com
outras cadeias, sendo denominadas de fibras hibridas.

Monemi et al (1999) estudaram as diferencas da composicédo da cadeia
de miosina pesada (MyHC) das fibras dos musculos, masseter e biceps
braquial de humanos durante o envelhecimento e concluiram que o fenotipo
do musculo sofre modificacbes durante a idade. No masseter, mostraram
uma significante diminuicdo da quantidade de MyHC lenta conforme
aumentava a idade, a0 mesmo tempo ocorria um aumento da MyHC
neonatal e rapida.

Em amostras de autépsia, os musculos masseter, temporomandibular e
zigomaticomandibular, continham um ndimero abundante de fibras que eram
positivas para miosina neonatal, enquanto que no musculo temporal, estas
fibras eram em menor nimero e esparsas (Kirkeby et al,2001). Em nosso
estudo, o musculo masseter apresentou maior numero de expressao positiva
de miosina neonatal quando comparado ao musculo temporal, no entanto,
embora em menor nimero esta expressao se manteve presente em todas as

décadas.
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Em 2001 Korfage et al, avaliaram amostras de 8 individuios, 5 homens
e 3 mulheres, com idades de 71,6 + 15anos, de musculos suprahioideos,
infrahioideos e da mastigacdo, e observaram a presenca de miosina
neonatal em 1%, 1%, e 10%, respectivamente.

A presenca da isoforma de miosina neonatal em todas as décadas dos
muasculos masseter e temporal, constatada no presente estudo indica

constante regeneracdo e/ou renovacgao celular nessa musculatura.
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Conclusao

1- Em relagdo ao numero de capilares por fibra, nos musculos
masseter e temporal, da primeira a nona década, em média foi de 1 e 0,7
respectivamente. O nimero de capilares por mmz2, nos masculos masseter e
temporal, ndo variou ao longo das nove décadas estudadas, e 0 niumero de
capilares por mmz2, foi significantemente maior no masculo masseter quando

comparado ao temporal, (p=0,025).

2- A miosina neonatal apresentou maior expressdo no musculo
masseter (p=0,01), no musculo temporal o grupo masculino apresentou
maior média quando comparado ao feminino (p=0,025). Manteve-se

presente em todas as décadas dos musculos masseter e temporal.

3- Observou-se o diametro das fibras do tipo Il menores que as fibras

do tipo I.
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Anexo A: Identificacdo dos pacientes
ldade Nome |Caso|Género Registro Incluséo | Excluséo
(anos)
1 més SBL 53 F HC-2006/651 X
1 BRA 50 F VO-2006/8312 X
19 MASA | 2 F HC- 2005/068 X
20 GS 46 F VO- 2006/7560 X
27 FPF 40 F HC-2006/484 X
40 TRFC | 52 F HC-2006/640 X
44 RSC 42 F VO-2006/6768 X
45 AMB 55 F HC-2006/667 X
MAAC
45 C 13 F HC- 2005/753 X
47 RRO 14 F HC-2005/0754 X
51 VNW 15 F HC- 2005/772 X
54 MAC 16 F HC-2005/784 X
58 ARS 18 F HC-2005/791 X
60 VG 41 F VO-2006/6544
61 M H 36 F VO- 2006/5453 X
61 JAN 43 F VO-2006/6850
63 NAE 10 F HC- 2005/693 X
66 EFS 51 F VO-2006/8495 X
71 FLC.R| 48 F HC-2006/586 X
VO-
78 GSO 57 F 2006/10462 X
79 MNM 30 F VO- 2006/4691 X
80 AAC 54 F HC-2006/9160 X
85 RSP 34 F VO- 2006/5142 X
87 MRO 49 F VO-2006/8038 X
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Anexo B: Identificacdo dos pacientes

ldade Nome |Caso |Género Registro Inclusao | Excluséo

(anos)

1més |JRPS| 32 M HC-2006/382 X

2meses| RAB | 44 M VO 2006/7010 X

1 CSSs | 37 M VO-2006/6048 X
9 VDAS| 25 M HC-2006/332 X
20 JMFN| 60 M HC-2007/255 X
24 N R 19 M HC-2005/790 X
28 SR 59 M HC-2007/210 X
30 AVB | 61 M VO-2007/8845 X
34 JAS 31 M VO- 2006/4847 X
34 GVF | 23 M HC-2006/0037 X
35 JVS 26 M V0O-2006/4280 X
38 ABL 6 M HC-2005/661 X
38 EG 38 M HC- 2006/456 X
39 CP 29 M VO 2006/4630 X
41 JCAS| 4 M HC-2005/657 X
42 OAPS| 47 M HC-2006/562 X
42 GM 62 M VO 2007/672 X
42 RAA | 56 M VO-2006/9488 X
49 A M 7 M HC-2005/662 X
55 OAB | 33 M VO- 2006/4967 X
57 VNS | 35 M HC- 2006/395 X
58 EPC 3 M HC-2005/638 X
58 ViBC 11 M HC- 2005/701 X
59 SMB 9 M HC-2005/692 X
60 LJS 45 M HC2006/523 X
63 CML | 17 M HC-2005/0788 X
63 ACS | 39 M VO- 2006/6314 X
63 JBAS | 58 M VO-2006/783 X
67 FS 20 M HC-2005/806 X
67 SZ 22 M HC- 2006/0035 X
71 PO 28 M Vo 2006/4554 X
72 HLS 5 M HC:2005/659 X
76 AS 1 M HC: 2005/0624 X
80 JPS 21 M HC- 2005/830 X
83 JVJ 8 M HC: 2005/663 X
87 DML | 12 M HC- 2005/713 X
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Anexo C

Reacdo histolégica Hematoxilina e Eosina.

SR o

Hematoxilina & Eosina (HE)

Filtrar a Hematoxilina de Harri.

Emergir os cortes nesta solugéo por 10 minutos.
Lavar em agua corrente por 10 minutos.
Emergir os cortes na Eosina por 1 minuto.
Lavar.

Desidratar e montar.
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APROVALCAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em sessdo de
23.03.06, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n® 1016/05, intitulado:

“Caracterizagdo fenotipica quanto a composi¢do do tipo celular e das
proteinas na musculatura da mastigagdo” apresentado pelo Departamento

de NEUROLOGIA.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a
CAPPesq, os relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do

Conselho Nacional de Satdde n°® 196, de 10.10.1996, inciso IX. 2, letra "c")

Pesquisador(a) Responsadvel: Profa. Dra. Suely Kazue Nagahashi Marie

CAPPesq, 23 de Margo de 2006.

PROF. DR. EUCLIDES AYRE'S DE CASTILHO
Presidente da Comissdo de Etica para Andlise

de Projetos de Pesquisa

Comissao de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
Rua Ovidio Pires de Campos. 225, 5° andar - CEP 05430 010 - Sao Paulo - SP
Fone: 011 - 30696442 fax : 011 - 3069 6492 - e-mail : cappesg®hcnet.usp.br / secretariacappesq?@hcnet.usp.br
IVCN
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| Faculdade de Medicina da Universidade de S3o Paulo

Sé&o Paulo, 16 de Janeiro de 2006.

A Diretoria Clinica
Comissao de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa - CAPPesq

Referente a solicitacdo de manifestagdo do SVO no projeto de pesquisa
“Caracterizacéo fenctipica quanto a composicac do tipo ceiular e das proteinas na
musculatura da mastigac&o” a ser desenvolvide no Departamento de Neurologia sob a
responsabilidade da Profa. Dra. Suely Kazue Nagahashi Marie, estou de acordoc com a

retirada do material de autopsia e com a metodologia a ser empregada para tal estudo.

Atenciosamente,
o~

J G (o ﬁ oIl e

Paulo Saldiva

Professor Titular

Departamento de Anatomia Patologica
Faculdade de Medicina

Universidade de Sio Paulo

\ | ay Oi/‘ S
J Brof. Dr. Paulo H.N. Satdivg
Chefe do Depto.de Patologid

Avenida Dr. Arnaldo, 455 — CEP 01246-903
Caixa Postal 54199 - Sao Pauio - SP



-- 87

Anexos

14/t

Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

-

Sao Paulo, 03 de fevereiro de 2006.

Ao limo. Sr.
Prof. Dr. Carlos Augusto Gongalves Pasqualuci
Dirétor do SVO

Venho por meio desta solicitar a vossa autorizagdo para a retirada de amostras
dos musculos da mastigagdo em casos de autopsia do Servigo de Verificagao
de Obito desta instituigdo para o desenvolvimento do projeto intitulado:
“Caracterizagdo fenotipica quanto a composigado do tipo celular ¢ das proteinas
na musculatura da mastigagio” a ser desenvolvido no Departamento de
Neurclogia. Este projeto faz parte da linha de pesquisa de estudo dos
musculos do sistema estomatognatico e contara com trés alunas de poés-
graduagdo para a execugdo do mesmo. Seguem em anexo o protocolo de
pesquisa, 0 projeto correspondente ¢ a autonizagdo do Prof. Dr. Paulo HN.
Saidiva para a vossa apreciagao.

Coloco-me a disposi¢do para quaisquer informagdes adicionais necessarias €
agradeco antecipadamente a atengao dispensada.

Atenciosamente,

/

|

Y Wate - ~
/Slt;ly ib(a_zue Nagahashi Marie Q M,thKchf

Professora Asdociada
Departamento de Neurologia =
Faculdade de Medicina

Universidade de S&o Paulo

28/4/200 6

Avenida Dr. Arnaldo, 455 - cep 01246-903.
Caixa Postal 54199 - Sao Paulo ~ SP
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Anexo C: AutorizacOes

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
SERVICO DE VERIFICACAO DE OBITOS DA CAPITAL

-

Manifestacdo prévia a respeito dos aspecios técnicos relacionados

4 obtencio de material de estudo para pesquisa cientifica

Titulo da Pesquisa: Caracterizagdo fenotipica quanto a composigdo do tipo celular

e das proteinas na musculatura da mastigagdo

Responsdvel: Karina Nassar Paloni, Mariana Brandio Ferreira e Thatiana

Bastos Guimaraes

Em relagdo aos aspectos técnicos relacionados a obtencgdo de
material de estudo para pesquisa cientifica mencionada acima, informamos

nio haver impedimento do ponto de vista técnico ¢ nem risco de mutilagdo.

Sio Paulo, 07 de fevereiro de 2006

ﬁ sl
Prof. Dr. Carlos ‘A gustomf’u qualucci

f |
' !
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