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NORMAS PARA PUBLICACAO

“THE LARYNGOSCOPFE”

T B s Faaand

The Laryngoscope
Instructions for Contributors

Miszion Statemant and Scope

The Laryngoscope is an international peer-reviewed periodical dedicated to the
advancement of patient care in otolaryngology—head and neck surgery. As such, The
Laryngoscope publishes original articles relating to the clinical and basic science aspects of
otolaryngology—head and neck surgery. The Laryngoscope reserves the right to exclusive
publication of all accepted manuscripts, and will not consider any manuscript previously
published or under review by another publication. Once accepted for review, the manuscript
must not be submitted elsewhere. Unethical publishing such as plagiarism, undisclosed
conflicts of interest, inappropriate authorship, and duplicate publication are forbidden. This
includes publication in a non-otolaryngologic journal or in another language. In case of
doubt, disclosure is essential and the editor is available for consultation. Transfer of
copyright to The Laryngoscope is a prerequisite of publication.

All authors must sign the copyright transfer form. (This does not preclude publication of
abstracts in the transactions or proceedings of the various societies.)

Authors must disclose any financial relationship at the time of submission and must
be updated by the authors prior to the time of publication. Information that could be
perceived as potential conflict of interest must be stated, including personal relationships,
interests, and affiliations over the past three years. This information includes, but is not
limited to, grants or funding, employment, affiliations, patents, inventions, honoraria,
consultancies, royalties, stock options/ownership, or expert testimony.

Manuscripts are subject to peer review and revision may be required as a condition
of acceptance. These instructions apply to all submissions.

Manuscripts reporting original scientific investigation, both basic science and clinical
reports, are encouraged to use the manuscript format described below. In addition to full-
length original manuscripts, The Laryngoscope will consider for publication Contemporary
Reviews, Scientific Reviews, Rapid Communications, Case Reports, Letters to the Editor,
and “How | Do It” submissions.

Contemporary Review manuscripts should review topics of contemporary interest
and importance, and ideally should address controversial issues by expressing both sides of
the controversy. The review should emphasize the best evidence currently available. We
especially invite collaborative efforts by authors representing different points of view.

Scientific Review manuscripts should address contemporary topics in
otolaryngology— head and neck surgery that are controversial or in a state of rapid flux. The
review should be comprehensive and authoritative as reflected by a contemporary
bibliography. The manuscript format should conform to the format described below (see
Manuscript Preparation) for original scientific manuscripts.

Rapid Communications report information of importance to otolaryngology—head
and neck surgery not suitable for presentation as a full-length manuscript. Rapid
Communications should be limited to three double-spaced typewritten pages. An abstract
and references are not required.

Case Reports describes encounters with one or several patients with unique or
unusual clinical situations. The key to an acceptable Case Report is the identification of a
clinical pearl or clinical wisdom that could benefit future patients. Case Reports should be



limited to four double-spaced typewritten pages and no more than eight references. An
abbreviated abstract limited to less than 100 words that captures the essential value of the
Case Report should be included.

Letters to the Editor should be directed to the Editor regarding manuscripts
previously published in which significant scientific controversy exists. Letters to the Editor
deemed appropriate for publication will be submitted to the author(s) of the manuscript of
interest comment. Letters to the Editor should be limited to three double-spaced type written
pages including references.

“How | Do It" submissions report innovative solutions to clinical problems.
Originality and quality of illustrations (when appropriate) are essential ingredients. “How | Do
It” manuscripts should have a clear practical value and be no more than four doublespaced
typewritten pages. No abstract is required.

Authorship Criteria and Responsibility

The Laryngoscope insists that all authors are truly qualified to be listed as such.
Others who have contributed to the work but are not qualified to be authors should be
“acknowledged” at the end of the article.

Authorship credit is based only on having made a substantial contribution to the
published work by virtue of meeting all the following three criteria:

1. Conception and design of project or analysis of the manuscript data;
2. Drafting or critically revising the content of the manuscript submitted for publication, and;
3. Giving final approval of the version to be published.

All three criteria must be met for an individual to be listed as an author or co-author
on a published paper.

Please note that other criteria, which do not qualify an individual for “author status”
include the following:

1. Supplying funding or other resources;

2. Collecting data (only);

3. General supervision of the research group, and;
4. Being departmental chair or division chief.
Special Approval

Manuscripts that include information obtained from human or animal research must
include (in the text or an appropriate footnote) verification of the review and approval of the
appropriate institutional research oversight committee for the work that is reported.
Preparation of Manuscript

Original scientific manuscripts and review articles that do not adhere to the following
instructions will be returned to the corresponding author for technical revision before
undergoing peer review. PLEASE NOTE: if you are not listed in the system as the
“Corresponding Author,” the submission will not show up in your queue for approval.
Manuscript Submission

Until August 27th, 2008 Authors are to submit their manuscripts through the Web-
based tracking system at https://Iscope.edmgr.com

Starting August 27th, 2008 Authors must submit their manuscripts online through
http://mc.manuscriptcentral.com/Iscope

Manuscripts submitted online are received on the day of submission and quickly
assigned to reviewers. Through individual Author Centers on this website, authors can view
the status of their manuscripts as they progress through the review process.

Notification of the disposition of each manuscript will be sent by E-mail to the
corresponding author on the day of decision. To submit your manuscript online:

o0 Go to http://mc.manuscriptcentral.com/Iscope

0 Click on the "Check for Existing Account" button at the bottom of the opening page.
If you do not already have an account, then create one by clicking on the "Create an
Account" button. You then will be able to submit your manuscript.

o0 Click on “Author Center.” Follow the on-screen instructions carefully. Submit the
complete manuscript with text (including references), tables, and figures as separate
files. You do not need to mail paper copies of your manuscript.

0 At the end of a successful submission, you will see a confirmation screen with your
manuscript number, and you will receive a separate E-mail confirmation of
manuscript reception by the journal. If these two messages do not appear, then go



into your Author Center and make sure that you have clicked on the “Submit” button

or contact technical support at support@scholarone.com .

Manuscript format: The manuscript for the body of the text should not exceed 15 double-
spaced typewritten pages. (Please see above additional requirements for Rapid
Communication, “How | Do It,” etc.) The elements of a full-length article should be in the
following sequence: Title Page, Structured Abstract and Key Words, Text (Introduction,
Materials and Methods, Results, Discussion, Conclusion), Acknowledgment, References,
Tables, and Figure Legends. Each of these elements should begin on a new page, and each
page should have a short running title (see next section: Title Page).

Title pages:

A. Title page must be submitted as a separate file on the first page of the online system. This
should contain: article title (not to exceed 75 characters, including spaces).

B. Title page must be submitted as part of your manuscript. This should contain: article title
(not to exceed 75 characters, including spaces); names of authors, their degrees and
affiliations (dept., institution, city, state, country); institution where the work was done
(indicate which author is in which department); a short running title of no more than 45 letters
and spaces; source of financial support or funding; and a footnote indicating the author to
whom correspondence, reprint requests, and proofs will be sent, with complete address
(including e-mail address and postal codes) and telephone and telefax numbers. If the paper
was presented at a meeting, give society name, city, state, country, and exact date meeting
was held.

The title page must also include disclosure of funding received for this work from any
of the following organizations: National Institutes of Health (NIH); Wellcome Trust; Howard
Hughes Medical Institute (HHMI); and other(s).

Structured abstract and key words: Limit the abstract to 250 words. Do not cite references
in the abstract. Limit the use of abbreviations and acronyms. Use the following subheads:
Objectives/Hypothesis, Study Design (randomized, prospective, etc.), Methods, Results, and
Conclusions.

Text: The text is to be divided into five sections with the following headings: Introduction,
Materials and Methods, Results, Discussion, and Conclusion. Define abbreviations at first
mention in text and in each table and figure. If a brand name is cited, supply the
manufacturer's name and address (city and state/country). The introduction should be limited
to two paragraphs of pertinent information. The discussion should not be an exhaustive
review of the literature; it should be succinct and limited to conclusions that can be reached
based on the results.

Abbreviations: Use generic names for drugs. List supplier of manufacturer for products and
instruments; include supplier’s city and state (e.g., Glaxo Wellcome, Research Triangle Park,
NC). Audiograms must be plotted according to ISO standards and must be in black and
white. For commonly accepted abbreviations, consult Logan's Medical and Scientific
Abbreviations. Authors are encouraged to consult Dorland’ lllustrated Medical Dictionary
(28th Edition), American Medical Association Manual of Style, and Council of Biology Editors
Style Manual (available from the Council of Biology Editors, 9650 Rockville Pike, Bethesda,
MD 20814, USA). The full term for which an abbreviation stands should precede its first use
unless it is a standard unit of measurement.

Style: Pattern manuscript style after the American Medical Association Manual of Style (9th
Edition), Stedman’s Medical Dictionary (27th Edition) and Merriam Webster’'s Collegiate
Dictionary (10th Edition) should be used as standard references. Refer to drugs and
therapeutic agents by their accepted generic or chemical names, and do not abbreviate
them. Use code numbers only when a generic name is not yet available. In that case, supply
the chemical name and a figure giving the chemical structure of the drug. Capitalize the
trade names of drugs and place them in parentheses after the generic names. To comply
with trademark law, include the name and location (city and state in USA; city and country
outside USA) of the manufacturer of any drug, supply, or equipment mentioned in the
manuscript. Use the metric system to express the units of measure and degrees Celsius to
express temperatures, and Sl units rather than conventional units.

Permissions: The author is responsible for obtaining written permission to reproduce
previously published material (direct quotations, unpublished data, tables, or figures) from
the copyright holder. Enclose all letters granting permission at the time the manuscript is
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submitted for publication. Any permissions fees that might be required by the copyright
owner are the responsibility of the authors requesting use for the borrowed material, not the
responsibility of the Triological Society or Wiley-Blackwell. Photographs of recognizable
persons must be accompanied by a signed release from the patient. For a photograph of a
minor, signed parental permission is required.

Internal Review: All authors are strongly encouraged to have their manuscripts thoroughly
and critically reviewed within their institution before submitting to The Laryngoscope.
References: The authors are responsible for the accuracy of the references. The Journal
complies with the reference style given in “Uniform Requirements for Manuscripts Submitted
to Biomedical Journals” (available from The New England Journal of Medicine, Bulk
Reprints, 1440 Main Street, Waltham, MA 02154, USA; send self-addressed stamped
envelope). References are to be cited in numerical order in text and identified by Arabic
numerals set in superscript type. Authors will be charged $3.00 for each reference over 15.
The reference section should be typed double-spaced at the end of the text, following the
sample formats given below. For abbreviations of journal names, refer to List of Journals
Indexed in Index Medicus (available from the Superintendent of Documents, U.S.
Government Printing Office, Washington, DC 20402, USA; DHEW Publication No. (NIH) 91-
267; ISSN 0093-3821).

Provide all authors’ names when fewer than seven; when seven or more, list the first three
and add et al. Provide article titles and inclusive pages. “Unpublished observations” and
“personal communications” do not qualify as references and should be placed parenthetically
in the text. Accuracy of reference data is the responsibility of the author. Sample references
are given below:

Journal article

1. Rand NS, Dawson JM, Juliao SF, et al. In vivo macrophase recruitment by murine
intervertebral disc cells. J Spinal Disord 2001; 14:339-342.

Book chapter

2. Todd VR. Visual information analysis: frame of reference for visual perception. In: Kramer
P, Hinojosa J, eds. Frames of Reference for Pediatric Occupational Therapy. Philadelphia,
PA: Lippincott Williams & Wilkins; 1999:205-256.

Entire book

3. Webster NR, Galley HF. Anaesthesia Science. Oxford, UK: Blackwell Publishing, Ltd.;
2006.

Software

4. Epi Info [computer program]. Version 6. Atlanta, GA: Centers for Disease Control and
Prevention; 1994.

Online journals

5. Friedman SA. Preeclampsia: a review of the role of prostaglandins. Obstet Gynecol [serial
online]. January 1988;71:22—-37. Available from: BRS Information Technologies, McLean,
VA. Accessed December 15, 1990.

Database

6. CANCERNET-PDQ [database online]. Bethesda, MD: National Cancer Institute; 1996.
Updated March 29, 1996.

Websites

7. Gostin LO. Drug use and HIV/AIDS [JAMA HIV/AIDS Web site]. June 1, 1996. Available
at: http://www.ama-assn.org/special/hiv/ethics. Accessed June 26, 1997.

Figures

Each figure must be identified individually and within the text of the manuscript.
Black and white illustrations will be published without charge. Authors will be charged for
color illustrations in print. Color illustrations online are free of charge. The Publisher will
provide, upon request, an estimate of the cost of color artwork.

Digital art needs to be created/scanned and saved and submitted as either a TIFF
(tagged image file format), an EPS (encapsulated postscript) file. PPT (Power Point) files will
also be accepted. Electronic photographs—radiographs, CT scans, and so on—and scanned
images must have a resolution of at least 300 dpi (dots per inch). Line art must have a
resolution of at least 1200 dpi. If fonts are used in the artwork, they must be converted to
paths or outlines or they must be embedded in the files. Color images must be
created/scanned and saved and submitted as CMYK files. If you do not have the capability
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to create CMYK files, please disregard this step. Indicate in your cover letter that you are
unable to produce CMYK files. Cite figures consecutively in the text, and number them in the
order in which they are discussed.
Digital Art Checklist:

0 Create and submit artwork in the actual size it will appear in the journal

o Crop out any extra white or black space surrounding the image

o Text within figures should be in an acceptable font (Helvetica is preferred) and sized
consistently throughout the artwork using 8—12 point type
Text within figures should be embedded in the file or converted to an outline or path
For black and white images: create and save in grayscale format
For color files: create and save in CMYK format (not RGB)
For line art: save and submit at a resolution of at least 1200 dpi
For images/photographs: save and submit at a resolution of at least 300 dpi
For combination halftones: save and submit TIFF or EPS files. Do not select “Save
as Compressed TIFF” when saving files. PowerPoint files are also acceptable
Save each figure as a separate file and save them separate from the accompanying
text file(s). For multipanel or composite figures only: send as one files with each part
labeled the way it is to appear in print

o0 Name figures in the format: corresponding author’s last name_figure 1.tif, etc.

o0 Upload figures consecutively to the submission site.
Detailed Figure Instructions: Please refer to this website for detailed information on digital
figure preparation, and to check your figure instantly for printer compatibility:
http://rapidinspector.cadmus.com/Rapidlnspector/docs/index.html
Figure legends: Each figure must be accompanied by an explanatory legend, typewritten
with double spacing (legends should be separate from the figures, but do not use a separate
sheet for each legend). They should be brief and specific, and they should appear on a
separate manuscript page after the references. Use scale markers in the image for electron
micrographs, and indicate the type of stain used. Explain all symbols used in the figure.
Tables: Each table must be identified individually and within the text of the manuscript. Do
not include the same information in both tables and figures. Create tables using the table
creating and editing feature of your word processing software (e.g., Word, WordPerfect). Do
not use Excel or comparable spreadsheet programs. Group all tables in a separate file.
Tables should be typed neatly, each table on a separate sheet, with the title above and any
notes below. Explain all abbreviations. Tables should be numbered consecutively beginning
with Roman numeral I. A table must have at least two columns. Lists are to be incorporated
into the text. Each table should appear on a separate page and should include the table title,
appropriate column heads, and explanatory legends (including definitions of any
abbreviations used). Do not embed tables within the body of the manuscript. They should be
self-explanatory and should
supplement, rather than duplicate, the material in the text. Do not use patient initials in
tables. Patients should be referred to by sequential Arabic numerals, not by their initials.
Supporting Information (Supplementary Materials):

Authors may publish additional article-related materials online that complements and
reinforces information published in the print journal. Supplementary material posted online is
intended to enhance print article content, and may include figures, tables, movies and
animation.

All supplemental materials must be submitted with the original submission via
Manuscript Central for peer-review and be approved by the Editor in order to be published
online. Authors should reference the fact that they have supplied supplemental data with
their submission in their cover letter as well as designate the files as Supplemental Files
during upload.

There are no restrictions on file types of the data that you submit. Please keep in
mind, however, that the more universal the file type, the more accessible to the community.

Because all supplementary materials submitted for addition online are posted exactly
as provided to the Publisher, authors are advised to review materials carefully. Data will be
posted as it is submitted; it will not be professionally edited or proofread. No additional work
or file processing will be performed on any submission. The Publisher will not be responsible
for errors or omissions.
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Audio and Video Files: Short audio and video clips may be submitted for posting
online as a .wav, .avi, .mov or .mpg file format. Audio and video files must be compressed to
the smallest possible size that still allows for high resolution and quality presentation.

The total size of all clips, along with other submitted files for any given article, should
not exceed 5MB. File size limitation is intended to ensure that end-users are able to
download and view files in a reasonable time frame. If files exceed the specified size
limitation, they will not be posted to online and returned to the author for re-submission.
Submitting Revisions: If you have been invited to submit a revised manuscript, please
submit it online via your author center following instructions found there. When submitting a
revision, please submit both a clean copy and marked copy of the manuscript. The marked
copy should highlight all of the changes made the by authors after the original review.
Authors can use the track changes feature of the Microsoft Word program to create a
marked copy. Authors also should submit all tables and figures in separate files for
production purposes.

After Acceptance

Page proofs and corrections: Corresponding authors will receive will receive
electronic page proofs to check the copyedited and typeset article before publication.
Portable document format (PDF) files of the typeset pages and support documents (e.g.,
reprint order form) will be sent to the corresponding author by e-mail. Complete instructions
will be provided with the e-mail for downloading and printing the files and for returning the
corrected pages to the Publisher. It is the author's responsibility to ensure that there are no
errors in the proofs. Changes that have been made to conform to journal style will stand if
they do not alter the authors' meaning. Only the most critical changes to the accuracy of the
content will be made. Changes that are stylistic or are a reworking of previously accepted
material will be disallowed. The Publisher reserves the right to deny any changes that do not
affect the accuracy of the content. Authors may be charged for alterations to the proofs
beyond those required to correct errors or to answer queries.

Proofs must be checked carefully and corrections returned within 48 hours of receipt,
as requested in the communication accompanying the page proofs.

Reprints Authors will receive a reprint order form and a price list with the page proofs.
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ABSTRACT

Objectives: To analyze the presence and distribution of total collagen, type |
and lll collagen, elastic fibers, fibronectin and versican in the endomysium of
the cricopharyngeus muscle in adults of different ages. Study Design: Cross
sectional analysis of human cricopharyngeus muscle. Methods: Twenty-
seven muscles obtained from autopsies of men and women with ages that
range from 28 to 92 years were analyzed with the Picrosirius method,
oxidized Weigert resorcin-fuchisin, immunnohistochemistry and image
analysis. Results: Collagen had the highest density among the analyzed
components. Type | collagen was more prevalent than type Ill collagen.
Elastic fibers surrounded each muscle cell, aligned longitudinal by to their
long axis, and associated with traversing fibers; thus, forming a fiber network
embedding muscle cells. There was a wide variation on fibronectin and
versican content among the specimens. We found no statistically significant
differences between the proportion of the components of extracellular matrix
and factors such as gender, age and smoking habit. Conclusion: Our
findings suggest that the presence and distribution of these extracellular
matrix components are important for the homeostasis of the cricopharyngeus
muscle. The higher proportion of type | and Il collagen and the arrangement
of the elastic fibers can contribute to the cricopharyngeus elastic behavior
muscle. Variations in the expression of fibronectin and versican can be
resultant of its injury susceptibility. No clear histological differences in the

ECM could be observed with age, sex and smoking habits.

Key Words: Collagen fibers, elastic fibers, fibronectin, versican,

cricopharyngeus muscle, immunnohistochemical
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INTRODUCTION

The cricopharyngeus muscle (CPM) is thought to play an important
function in swallowing and related activities 1. Its elastic behavior is likely to
depend not only on its contractile components (striated muscle), but also on
its intramuscular connective tissue’. Few studies have assessed CPM
normal histological structure in man and there is very few information about
its extracellular matrix (ECM) composition®>*.

Collagens are a source of tensile strength in the muscular tissue and
elastic fibers are essential to tissue resiliency®. Versican, a proteoglycan
condroitin sulphate, modulates the cell growth and maturation, and also
keeps the hydration of the ECM®. Fibronectin, a large glycoprotein,
participates on cells adhesion, cytoskeletal organization, cellular migration,
differentiation and homeostasis’. In this study our aim was to analyze
quantitatively the major ECM proteins, total collagen, type | collagen, type Il
collagen, elastic fibers, versican and fibronectin in the endomysium of CPM
in adult subjects. As a secondary goal, we aimed to ascertain whether or not

gender and age affected the composition of the endomysium ECM.

METHODS

Our study was approved by the Ethics Committee for Research
Project Analysis of the Clinical Board of the University of Sdo Paulo School of
Medicine.

Human cricopharyngeus muscles were obtained from autopsies of
adults at Sdo Paulo Autopsy Service, University of Sdo Paulo. We obtained
twenty-seven specimens from twenty men and seven women with ages that
ranged from 28 to 92 years, median age of 54 years. Sixteen cadavers were
of the Caucasian, and eleven were of African descent. Eleven were smokers
or ex-smokers. Three subjects had an uncertain smoking history. We only
harvested muscles from cadavers that were autopsied within 24 hours after
death that were victims of sudden death or who died of known diseases that
could not have affected the CPM. We excluded cases subject who have

undergone endotracheal or nasogastric intubation. We obtained the
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specimens after an en bloc exeresis of larynx, pharynx and the upper
esophageal sphincter (UES). Once the CPM was identified we sampled its
middle third, including muscle and mucosa. The specimens were fixed in
10% buffered formalin solution for 24 hours, after which the specimens were
dehydrated in progressive alcoholic concentrations and embedded in paraffin.
Tissue blocks were submitted to 4-um-thick histologic sections and stained
with hematoxylin and eosin (H&E) for the initial analysis.

Histological slides were also stained with Sirius red to visualize
collagen fibers, and with oxidized Weigert resorcin-fuchisin to elastic fibers as
described previously®. This latter technique selectively stains the elastic
fibers (elastin and preelastin fibers)® For the analysis of type | collagen, type
[l collagen, fibronectin and versican expression, immunnohistochemical
reactions were carried out using, respectively, collagen type | antibody
(Calbiochem, San Diego, CA) (1:1000 dilution), collagen type Ill MAB I
antibody (US Biological, Swampscott, MA) (1:150 dilution), fibronectina
antibody (Dako, Carpinteria, CA) (1:4000) and antihuman antibody large
proteoglycan versican (Seikagaku America, Inc., ljamsville, MD) (1:250
dilution). Sections were incubated overnight with the primary antibody in 1%
BSA/PBS between 4° C and 8° C. As a secondary antibody, Vectastain
(Vector Laboratories, Burlingame, CA) was used for type | collagen, Envision
+ Dual link System (Dako, Carpinteria, CA) was used to type lll collagen,
fibronectin and versican and 3,3 Diaminobenzidine (Sigma, Steinhein,
Germany) was employed as a chromogen. Incubation with PBS
supplemented with 1% BSA instead of the primary antibody served as a
negative control.

Measurement of positively stained areas in the CPM endomysium
were performed by image analysis using a system comprising a light
microscope Leica DMR (Leica Microsystems Wetzlar Gmb H, Wetzlar,
Germany) connected to a computer through a video camera and using the
software Image pro Plus, version 4.1 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD).
For each staining slide, fifteen non overlapping areas of the CPM endomysial

region at 400x magnification were analyzed per sample. Results were
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expressed as stained areaftotal area (um? um?). The measurements were
performed by an observer that was blinded to the patient’s data. The area of
positive staining for each antibody within the marked region of CPM was
determined by color threshold. For this purpose, different sections stained
with each antibody (six to eight cases per group), as well as negative controls,
were used to achieve the best range of positivity in the cases, which was
always checked by two experienced pathologists (T. Mauad and L. Silva).
These procedures generated a file containing all color selection data, which
were afterwards applied to all cases stained with the same antibody. The
density of specific ECM compounds was expressed as a percentage of the
total CPM area®.

Data analysis

Data are expressed as median and interquartile ranges (IQR). The
correlation between age and the different ECM proteins was tested using
Spearman test. A T test for unpaired means was used to compare the
fractional areas of ECM in subjects grouped by sex. All tests were performed
in the SPSS software 13.0 version (SPSS Inc®, Chicago, lllinois, USA) and p

values lower than 0.05 were considered significant.

RESULTS

Table | shows the age distribution for study group. Table Il and IlI
show ECM density of CPM components.

Figure 1A shows H&E staining shows CPM and cricopharyngeal
mucosa.

Collagens, elastic fibers, versican and fibronectin were all present
within the endomysial ECM of the CPM. Collagen (Figure 1B) and elastic
fibers were diffusely present in the CPM endomysium. Thin elastic fibers
were present in the endomysium surrounding each muscle cell. They were
aligned longitudinally to the long axis of the muscle cell. Transversally
oriented thin fibers seemed to traverse the muscle cell, connecting cells
among themselves through a fiber network (Figure 1C). In both cell poles,

elastic fibers were thicker and more abundant (Figure 1D)
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Types | and Ill collagens in the endomysium stained diffusely in a
fibrillar pattern (Figures 1E and 1F). Antibodies to fibronectin stained the
endomysium, but in a less dense, fibrillar pattern (Figure 1G). Small blood
vessels present within the muscle also showed fibronectin staining. In some
cases, we could see some fibronectin in the sarcoplasma, especially in the
older subjects (Figure 1H). No versican staining was observed in muscle
fibers. The density of versican in the endomysium varied among the samples,
some showed abundant versican staining whereas in others the staining
was almost absent (Figure 11 and 1J).

No clear histological differences in the ECM could be observed among
the different ages and there was no correlation between ECM components
and age (Table 1V). Similarly, we found no statistically significant difference
between the ECM components when correlating the proportions to gender

and smoking habits (data not shown).

DISCUSSION

In this study we analyzed the density of total collagen fibers, type |
collagen fibers, type Il collagen fibers, elastic fibers, fibronectin and versican
in the endomysium of the horizontal portion of CPM in young and old adult
subjects. To our knowledge, we are the first to analyze specific components
of ECM in CPM in adult subjects with a wide range of age.

It is believed that opening of upper esophageal sphincter (UES) during
swallowing is determined by combined effect of relaxation and distensibility of
CPM and the antero-superior movement of the cricoid cartilage caused by
contraction of the suprahyoid muscles. The relative contribution of these
individual factors on UES opening has not been quantified’.

The elastic behavior of skeletal muscle depends not only on its
contractile components, but also on the intramuscular connective within the
muscle tissue?. Previous studies on CPM, using histochemical methods,
have described large amounts of endomysial connective tissue; therefore,
histological studies on CPM endomysium can be useful to better understand

its structure and function®* .
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Collagens are the most abundant extracellular fibrous proteins and
forms 1- 9% of the free dry mass of skeletal muscle'. Indeed, in our study
collagens had the highest density among the analyzed ECM components.
Collagens type | and Il are the major interstitial collagens within the skeletal
muscles. Type | collagen plays a key role as supporting structure, as it has a
high tensile strength, and is especially suitable for transmitting force. Type llI
collagen is more prevalent on elastic connective tissues. In tissues where
types | and lll coexists, like skeletal muscle, their relative proportions affect
the architecture of the tissue''. Endomysium of different skeletal muscles
characteristically shows a higher proportion of type Il collagen12.
Disaccording, we found no statistically significance difference between both
collagen types. Although we have used a rigorous study method, these
differences can be to different sensibility and specificity of the antibodies
used in immunnohistochemical reactions or even represent a biological
characteristic of CPM.

Elastic fibers are important components on connective tissues that
contain elastomeric proprieties'. Oxidized Weigert resorcin-fuchisin
identifies the three types of elastic fibers: mature and elaunin elastic fibers,
responsible for tissue elasticity and oxytalan fibers, responsible for tissue
resistance. The only previous published research addressing elastic fibers in
CPM was limited to just affirm that elastic fibers are an abundant in the CPM',
but it provided no description or quantification. Elastic fibers presented an
interesting arrangement where thin slightly tortuous elastic fibers surrounded
each muscle cell, longitudinal to their long axis, associated with traversing
fibers, forming a fiber network that embedded the muscle cells. Such
configuration could be responsible, at least in part, for the CPM capacity to
rapidly reassume its tonic position after opening during swallows.

Our study is the first to describe fibronectin and versican content in the
CPM endomysium. Fibronectin, a large glycoprotein, participates on cells
adhesion, cytoskeletal organization, cellular migration, differentiation, and
homeostasis’. Our results show immuno-positivity for fibronectin on CPM

endomysium, a region where firm bindings between collagen and muscle
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fibers are needed. There was a wide variation in the fibronectin content
among the samples, and in a few, fibronectin was expressed in the
sarcoplasma. Similar findings were seen by Gulati et al."* in regenerating
skeletal muscles. Similarly, variations were present in the expression of
versican. Versican, a large proteoglycan, regulates water content of tissues,
participates in the assembly of different ECM components and has important
regulatory roles in cell biology®. The CPM is frequently exposed to physical
and chemicals stressors®. Further, signs of muscle cell regeneration and
degeneration in the CPM have been previously described by Cruse et al.’,
probably also as a consequence of the act of swallowing over a life-time.
These findings suggest the importance of endomysial fibronectin and
versican to maintain muscle homeostasis and may explain the individual
variance of these components observed in this study®’.

We did not find any correlations among the density of the analyzed
ECM components and the age, gender or smoking habits. Although our study

presents one of the largest number of CPM histological samples’>*1%1¢,

we
cannot exclude that it lacks the statistical power to detect differences. We
used an automated image analysis system to quantify ECM components that
avoided bias of subjective analysis.

The absence of changes on ECM components during aging could
mean that CPM is not susceptible to age changes that are found in other
skeletal muscles'®. Immobilization and lack of activity that commonly affect
aging skeletal muscle can account for increased amounts of certain ECM
components, especially collagen. Type |l muscle fibers (fast-twitch) appear to
decrease with age, but this finding is not seen in the CPM'™®. CPM is always
active, being tonically contracted or relaxed during swallowing, belching and
vomiting. This behavior can stimulate ECM compounds to maintain their
homeostasis as a training muscle.

In addition, qualitative alterations on ECM can overlap quantitative
changes. In many organs, collagen changes with aging, qualitatively more
than quantitatively. With aging, collagen solubility at 65° C decreases and

there is an increase in cross-linking of the collagen macromolecules'’. The
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aging process induces not only changes in the total amount of fibers, but
changes in the relative proportion and structural alterations of elastic fibers
components (length and tortuosity)'®. These alterations could reduce the
muscle viscoelastic properties, resulting in a stiffer structure on CPM and
could be responsible for a less distensible muscle. Further studies analyzing
ultra structural and biochemical studies on CPM in patients of different ages

are needed.

CONCLUSION

In this study, novel information is presented about ECM composition of the
CPM. Collagens had the highest density among the analyzed ECM
components. The higher proportion of type | and Il collagen and the elastic
fibers arrangement can contribute for CPM elastic behavior. Variations in the
expression of fibronectin and versican can be resultant of the active behavior
of CPM. No clear histological differences in the ECM could be observed with
age, sex and smoking habits. ECM components of CPM apparently work

together to maintain tissue homeostasis.
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Table | - Age distribution of subjects

Age (years) N %

<40 6 22.2
40-50 5 18.5
50-60 5 18.5
60-70 5 18.5
70-80 3 11.1
>80 3 11.1
Total 27 100

N = number of cases, % = percentage

XXVi



Table Il - Total collagen and elastic fibers (%) in the cricopharyngeus muscle

endomysium
ECM component Median IQR
Total collagen (%) 4.8 5.1
Elastic fibers (%) 2.6 1.9

% = percentage; ECM = Extracellular matrix; IQR = Interquatile Range
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Table 1l - Type | and type Il collagen, fibronectin and versican (%) in the

cricopharyngeus muscle endomysium

ECM component Median IQR
Type | collagen (%) 7.6 3.0
Type Il collagen (%) 6.2 5.0
Fibronectin (%) 2.3 3.1
Versican (%) 2.8 3.4

% = percentage; ECM = Extracellular matrix; IQR = Interquatile Range
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Table IV - Spearman correlation analysis between age and extracellular

matrix components density in cricopharyngeus muscle endomysium

ECM component Correlation p

Total collagen 0.276 0.163
Elastic fibers 0.253 0.201
Type | collagen 0.166 0.407
Type lll collagen -0.001 0.994
Fibronectin 0.038 0.847
Versican 0.275 0.217

ECM = Extracellular matrix; p = Significance
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FIGURE LEGEND

Figure A. Longitudinal histological section of H&E-stained visualized under
conventional light showing longitudional section of the CPM and the
cricopharyngea mucosa (25x magnification). Figure B: Longitudinal
histological section of the of cricopharyngeus muscle Picrosirius-stained.
Notice large amounts of collagen fibers stained in a red dark color (25x
magnification). Figure C: Cricopharyngeus muscle stained by oxidized
Weigert resorcin-fuchisin in a 46 years male, showing transversally oriented
thin fibers (arrows) perpendicular of the muscle cell, forming a fiber network
(400x magnification). Figure D Elastic fiber netwok. Notice more dense
aspect of the elastic fibers in muscle cell pole (*). Figure E:
Immunnohistochemical technique for the Type | collagen (brown coloration)
in a 68 year male, showing its distribution on endomysium (400x
magnification). Figure F: Immunnohistochemical technique for the Type Il
collagen in a 28 year male, showing its distribution on endomysium (400x
magnification) Figure G: Immunnohistochemical technique for the fibronectin
in a 28 year male, showing endomisial distribution (400x magnification).
Figure H: Immunnohistochemical technique for the fibronectin in a 71 year
female, showing sarcolemal distribution (400x magnification). Figure I:
Immunnohistochemical technique for the versican in a 37 year male, showing
its rich endomisial distribution (400x magnification). Figure J:
Immunnohistochemical technique for the versican in a 28 year male, showing

its poor endomisial distribution (400x magnification).
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RESUMO

Tavares R.A. Estudo histolégico da matriz extracelular do musculo
cricofaringeo em cadaveres de diferentes idades [tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2009. 124p.

O musculo cricofaringeo desempenha um importante papel na
degluticdo. Acredita-se que seu comportamento elastico seja dependente
nao apenas do componente muscular, mas também do tecido conectivo
intramuscular. O objetivo desse estudo foi analisar a presenca e a
distribuicdo do colageno total, colagenos tipo | e Ill, fibras elasticas,
fibronectina e versican no endomisio do musculo cricofaringeo em
cadaveres de diferentes idades. Vinte e sete musculos foram obtidos
mediante autdpsia de individuos de ambos os sexos com idades entre 28 e
92 anos. Foram realizadas coloracdes histoquimicas, Método Picrossirius e
Método Resorcina-fuccina com oxidagdo prévia pela oxona, e
imunoistoquimicas, para colageno tipo |, tipo lll, fibronectina e versican. A
medida dos elementos estudados foi feita por meio de um sistema de analise
de imagens que incluia um microscépio, conectado a um computador por
meio de uma camera de video. Foi utilizado o software Image pro Plus,
versao 4.1. Para cada caso, quinze imagens nao sobrepostas de cada
coloracdo no aumento de 400x foram analisadas. A area de marcagao
positiva dentro do endomisio do musculo cricofaringeo foi determinada por
um padrao de cor especifico para cada coloragao. A area de cada elemento
da matriz extracelular foi expressa como porcentagem da area total do
estudada. Os dados foram expressos em medianas e intervalos
interquartilicos. A correlagao entre idade e os diferentes elementos da matriz
extracelular foi realizada por meio da correlagdo de Spearman. O teste de
Mann-Whitney para distribuicdo ndo paramétrica foi utilizado para comparar
as areas porcentuais e os individuos de diferente sexo. Todos os testes
foram realizados pelo software SPPS versao 13.0 e foi admitido um calor de

significancia com p < 0,05. O colageno foi o elemento mais abundante dentre
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os estudados. Encontrou-se fibras elasticas longitudinais a fibra muscular,
finas fibras transversais entre as fibras musculares e espessamento as fibras
elasticas nos pdlos da fibra muscular. Foi encontrada uma grande variagao
no conteudo de fibronectina e versican entre os casos. Nao foi evidenciada
diferenca estatisticamente significativa entre os elementos estudados, o sexo
e a idade. Os resultados sugerem que a presencga e distribuicdo desses
elementos sdo importantes para a fungdo do musculo cricofaringeo e para a
manutencdo da homeostase. A porcentagem de colageno encontrada é
condizente com a caracteristica esfinctérica do musculo e o arranjo de fibras
elasticas contribui para o comportamento elastico e a capacidade de
rapidamente reassumir a posicdo tOnica apdés a abertura durante as
degluticdes. As variagdes da quantidade de fibronectina e versican, podem
ser resultante da susceptibilidade a fatores agressores. A auséncia de
alteragdes com a idade pode significar que o musculo ndo esteja sujeito as

mesmas alteracdes decorrentes da idade que outros musculos esqueléticos.

Descritores: 1.Esfincter esofagico superior 2.Colageno tipo | 3.Colageno

tipo lll 4.Tecido elastico 5.Fibronectinas 6.Versicanas 7.lmunoistoquimica
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SUMMARY

Tavares R.A. Histological study of extracellular matrix of
cricopharyngeus muscle in different ages [thesis]. S&o Paulo: Faculdade
de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2009. 124p.

The cricopharyngeus muscle is thought to play an important role in
swallowing and related activities. Its elastic behavior is likely to depend not
only on its muscular components, but also on the intramuscular connective
tissue. Our objective is to analyze the presence and distribution of total
collagen, type | and Il collagen, elastic fibers, fibronectin and versican in
cricopharyngeus muscle endomysium in adults of a wide age range. Twenty-
seven cricopharyngeus muscles obtained from male and female cadavers
(age range, 28-92 years-old) were analyzed with the Picrosirius method,
oxidized Weigert resorcin-fuchisin, immunohistochemistry. Quantification of
stained areas in the cricopharyngeus endomysium with different techniques
was performed by an image analysis system connected to a light
microscope. The correlation between age and the density of different
extracellular matrix proteins was tested using Spearman test. T-tests for
independent samples were used to analyze the influence of gender and
smoking habit on the fractional areas of extracellular matrix. Collagens had
the highest density among the analyzed components. Elastic fibers
surrounded each muscle cell, longitudinal to their long axis, associated to
traversing fibers, forming a fiber network embedding muscle cells. There was
a wide variation on fibronectin and versican content among cases. There
were no statistical significance for analysis made between those components
of extracellular matrix and age andgender. Our findings suggest that
presence and distribution of these extracellular matrix components are
important to cricopharyngeus muscle homeostasis. The elastic fibers
arrangement can contribute for the cricopharyngeus muscle elastic behavior
and ability to rapidly reassume its tonic position after opening during

swallows. Variations in the expression of fibronectin and versican can be
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resultant of its injury susceptibility. The absence of changes on extracellular
components during aging could mean that cricopharyngeus muscle is not

susceptible to similar age changes as other skeletal muscles.

Key-words: 1.Esophageal sphincter, upper 2.Collagen type | 3.Collagen type

Il 4.Elastic tissue 5.Fibronections 6.Versicans 7.Imunohistochemistry
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1 INTRODUCAO

A degluticdo é um fendmeno complexo, cujo objetivo principal € o
transporte seguro do alimento da boca ao estdmago. Individuos normais
deglutem cerca de 600 vezes por dia — 350 vezes enquanto estédo
acordados, 200 vezes durante as refeicbes e 50 vezes durante o sono
(Kahrilas, 1994). Pode ser didaticamente dividida em fase oral, faringea e
esofagica (Santoro, 2002). A fase oral € voluntaria e corresponde a
manipulacdo e propulsdo do bolo alimentar em direcdo a faringe. A
deflagracdo do reflexo da degluticho marca o inicio da fase faringea e
involuntaria da degluticdo, que conta com importantes mecanismos de
protecdo das vias aéreas inferiores. Nesse ponto, a principal barreira que
evita que o conteudo oral deglutido ou que o conteudo gastrico refluido atinja
a via aérea inferior € o esfincter esofagiano superior (EES). Alteracdes
biomecanicas nessa regido podem provocar quebra na eficiéncia da
degluticdo resultando em disfagia.

O mdusculo cricofaringeo (MCF) € considerado o componente
principal do EES e é estrutural, bioquimica e mecanicamente diferente da
musculatura faringea e esofagica que o circunda. Apresenta caracteristicas
Gnicas: €& tonicamente ativo, possui grande capacidade elastica e €
composto tanto de fibras de contracdo lenta quanto rapida. Essas
caracteristicas o capacitam a manter um ténus basal em repouso e a abrir

mediante a degluticdo da saliva e do bolo alimentar (Sivarao, Goyal, 2000).
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Esse comportamento elastico do MCF depende ndo apenas dos elementos
contrateis musculares, mas também do tecido conjuntivo intramuscular
(Jarvinen, 2002).

O tecido conectivo dos musculos esqueléticos é formado por
fibroblastos e seus produtos de secrecdo, que constituem seu componente
principal — a matriz extracelular (Kovanen, 1989). Os componentes principais
da matriz extracelular s@o classificados em estruturas fibrilares e néo
fibrilares. As proteinas fibrilares séo representadas pelas fibras que
constituem os sistemas colagénico (fibras colagenas e reticulares) e elastico
(fibras elasticas maduras, elauninicas e oxitalanicas). JA& o componente néo
fibrilar da matriz extracelular, corresponde a substancia fundamental amorfa,
constituida principalmente pelos proteoglicanos, como o0 versican, e por
glicoproteinas, como a fibronectina, além de agua de solvatacao.

Esses elementos conferem a matriz extracelular suas propriedades
biomecanicas. Deste modo, o versican mantém a hidratacao dos tecidos e
da propria matriz mediante sua ligacdo com o &cido hialurdnico. A
fibronectina proporciona interacdo dos componentes da matriz entre si e
entre as células, e é importante para a organizacdo do citoesqueleto. A
viscosidade tecidual, a elasticidade e a capacidade de suportar forcas
compressivas sdo suportadas pelos componentes da substancia
fundamental amorfa e a elastina presente nas fibras do sistema elastico. Por
sua vez, o componente colagénico é responsavel pela resisténcia as forcas
ténseis.

No que diz respeito ao MCF, pouco se sabe sobre os aspectos
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histologicos de sua matriz extracelular. Desconhecemos estudos que
descrevam e quantifiguem componentes especificos da matriz extracelular
na musculatura da transicdo faringoesofagica, notadamente na porcéo
horizontal do MCF — principal componente do EES, bem como se existem
alteracdes entre 0s sexos ou decorrentes do envelhecimento.

A grande maioria dos estudos histologicos realizados no MCF da
destaque ao tecido muscular por meio da utlizacdo de coloracdes
histoquimicas especificas para este tecido. Quando esses estudos abordam
a matriz extracelular, quantificam-na apenas por exclusdo do tecido
muscular ou por coloracbes apenas para colageno e que sSao pouco
utilizadas na atualidade (Cruse, 1979; Hanna, Hhenderson, 1980; Bonigton
et al., 1988; Brownlow et al.,1989; Kristmundsdottir et al., 1990; Laurikainen
et al., 1992; Singh, Hamdy, 2005).

N&do temos conhecimento do uso de coloracdes histoquimicas ou
imunoistoquimicas para a quantificacdo do colageno total, seus subtipos | e
I, das fibras elasticas, da fibronectina e do versican no endomisio da porcao
horizontal do MCF, e, se existirem, quais séo as variacdes de seu contetudo

com o decorrer da idade ou se sdo dependentes do sexo.
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2 OBJETIVOS

Tendo em vista a escassez de trabalhos na literatura sobre a
composicdo da matriz extracelular do MCF e a importancia desse
conhecimento para a melhor compreenséo da biomecanica da degluticéo, os

objetivos desse estudo séo:

Objetivo Principal:
Avaliar a area porcentual do colageno total, das fibras elasticas, do

colageno tipo |, tipo I, da fibronectina e do versican no endomisio do MCF.

Objetivo Secundario:
Verificar possiveis diferencas quantitativas em relacdo ao sexo e a

idade nesses constituintes.

Para atingir esses objetivos estudamos fibras coldgenas e elasticas
por coloracfes histoquimicas e mais especificamente as isoformas | e Ill do
colageno, o versican e a fibronectina por imunohistoquimica. A quantificacéo
desses elementos foi realizada por histomorfometria, utilizando-se um

sistema de andlise e processamento de imagens.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 A transicdo faringoesoféagica e o musculo cricofaringeo

Como todos os esfincteres do trato gastrointestinal, o EES separa
dois segmentos funcionais (Hila et al., 2001). Fisiologicamente, é definido
como uma zona de alta pressao intraluminal que separa a pressao
atmosférica da faringe da pressdo subatmosférica do es6fago. Também
denominada de transicao faringoesofagica (TFE), essa regido corresponde
as fibras do eso6fago cervical e ao do musculo constritor inferior da faringe
(CIF), formado pelos musculos tireoreofaringeo (TF) e cricofaringeo (CF)

(Sivarao, Goyal, 2000; Costa, 2003; Singh, Hamdy, 2005).

3.1.1 Anatomia do musculo cricofaringeo

A parede da faringe € composta principalmente por duas camadas
musculares. Uma camada interna, longitudinal, e uma camada externa,
circular que compreende trés musculos constrictores, o constrictor superior,
o0 médio e o inferior. O musculo CIF tem origem na linha obliqua da
cartilagem tiredide e na face lateral da cartilagem cricéide (Figura 1). Sua
por¢ao superior, ou parte tireofaringea, origina-se na cartilagem tiredide e
segue em sentido obliquo e superior até se inserir na linha média posterior
ou rafe fibrosa da faringe. Abaixo dele, e com menor espessura, identificam-

se dois outros fasciculos musculares, que compdem a por¢ao inferior do CIF
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ou parte cricofaringea. O primeiro fasciculo origina-se, bilateralmente, na
borda lateral da cartilagem cricoide e se dirige em sentido posterior e
superior até se encontrar com o fasciculo oposto, constituindo a porgao
transversa ou superior do musculo cricofaringeo. O outro fasciculo, impar,
origina-se dos dois lados, na borda posterolateral da cartilagem cricoide, e
constitui a porgao horizontal ou inferior do MCF (Gardner, 1988; Costa,
2003). Esta porgao tem comprimento aproximado de 2,5cm e extensao

vertical de 0,7cm a 1,7cm (Mu, 2002, 2001).

Figura 1 — Representacdo esquematica da transigdo faringoesofagica
(visao lateral). CIF= musculo constrictor inferior da faringe, CFo
= porgcao obliqua do musculo cricofaringeo, CFh = porcao
horizontal do musculo cricofaringeo, EC = es6fago cervical, CT =
musculo cricotiredideo, CC = cartilagem cricoide, T = traquéia
(Modificado de Mu, 2001)
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A por¢cao horizontal do musculo cricofaringeo ¢é clinica e
radiologicamente conhecida como “musculo cricofaringeo” (Goyal et al.,
1993). A primeira citacdo como entidade anatbmica distinta foi feita por
Valsalva, em 1717 (apud Lerche, 1950), mas o primeiro reconhecimento de
sua fungdo como esfincter s6 ocorreu gragcas a estudos realizados por
Home, em 1823 (apud Kirchner, 1958).

O MCF, embora nao possua rafe mediana, € inervado bilateralmente
e cada metade funciona como unidade motora distinta. A inervagao motora,
em sua porcao inferior, € dada pelo nervo laringeo inferior. A por¢ao superior
€ inervada plexo faringeo, formado pelo ramo faringeo do nervo vago, pelo
nervo laringeo superior e pelo nervo glossofaringeo. A inervagao sensorial é
transmitida pelo nervo glossofaringeo e pelo nervo laringeo superior. O
controle central é, principalmente, ipsilateral (>95%) e se processa no nucleo
ambiguo da medula espinhal (Mu, Sanders, 1996; Sanders, Mu, 1998;

Sivarao, Goyal, 2000; Singh, Hamdy, 2005).

3.1.2 Fisiologia do musculo cricofaringeo

O EES atua como barreira entre a faringe e o es6fago, mantendo
fechada essa regido e abrindo-a fasicamente, durante alguns estados
fisiologicos. Dessa forma, coordena a progressdo de alimentos da faringe
para o es6fago, previne a aerofagia e o refluxo de conteudos esofageanos
para a faringe e os pulmodes (Lang, 1997).

No EES, as pressdes basais de repouso em individuos normais vao

de 35 mmHg a 200mmHg (Goyal, Sivarao, 1999), e sdo diminuidas no sono,



Revisdo de Literatura 51

na infancia e em idosos (Fulp et al., 1990; Goyal, Sivarao, 1999). Um
aumento reflexo na pressao do esfincter ocorre com a estimulacgao faringea,
com a distensdo esofagica e com a infusdo de acido no eséfago, ou seja,
sempre no sentido de proteger a regiao da entrada inadvertida de material
estranho (Goyal, Sivarao, 1999).

Costa (2003) e Goyal et al. (1993) acreditam que a manutencao da
pressao basal dessa regido se deve a agao de pinga exercida pela relagao
entre a coluna cervical (quinta e sexta vértebras cervicais) e a laringe
(cartilagem cricoide). Isso justificaria a assimetria das pressbdes dentro da
regido, pois a pressao anteroposterior € trés vezes maior que a pressao
laterolateral (Kahrilas et al., 1994).

A abertura da TFE ocorre por meio de trés mecanismos que atuam de
forma conjugada: a) o relaxamento do MCF; b) o efeito da complacéncia do
componente muscular; e c¢) a tracdo da musculatura supra-hididea.
Anormalidades em um desses mecanismos causam diminuigdo da abertura
da TFE durante a degluticdo e incompleto clareamento do volume faringeo
deglutido, o que pode levar a aspiracdo pulmonar. Isso se torna ainda mais
preocupante em idosos, porquanto apresentam, também, sensibilidade

faringolaringea reduzida. (Staff, Shaker, 2001).

3.1.3 Histologia do musculo cricofaringeo
O MCF é composto por fibras musculares estriadas de tamanho
variavel, com didmetro de 25um a 35um. E formado tanto por fibras lentas

(tipo I, oxidativas) como por fibras rapidas (tipo Il, glicoliticas), porém com
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uma predominancia de fibras lentas (mais de 80%). A presengca dos dois
tipos de fibras capacita o musculo a manter um ténus basal constante e
rapidamente relaxar em resposta a degluticdo ou eructagao (Sivarao, Goyal,
2000).

Existem poucos estudos sobre a histologia do MCF e nestes se
observa uma abordagem quase exclusiva a pesquisa do tecido muscular.

Estudos no MCF em cobaias, realizados por Bonigton et al. (1987),
evidenciam fibras musculares pequenas de tamanho uniforme com formato
poligonal e nucleo periférico, que seguem um arranjo fascicular e sem fusos
musculares. Em 1988, os mesmos autores descrevem um estudo em MCF
humano com amostras obtidas em autopsias. Encontraram grande variagao
no tamanho das fibras musculares e grande quantidade de tecido conectivo
endomisial entre os agrupamentos de musculo. Concluem que as fibras
musculares se inserem numa trama de tecido conectivo.

Asoh e Goyal (1978) sugerem que essa trama de tecido conectivo
seja responsavel pela pequena pressao intraluminal residual (10mmHg) que
se segue a secgao do nervo motor do MCF em marsupiais. Goyal et al.
(1993) afirma que essa pressao residual pode ser resultante de forgas
elasticas passivas que atuam sobre a parede do esfincter. A presenca dessa
trama de suporte proporcionaria o0 mecanismo pelo qual o musculo se
manteria tonicamente contraido e firmemente ancorado. A grande
quantidade de tecido conectivo observada é compativel com a orientacéo
circunferencial das fibras e a caracteristica esfinctérica do musculo

(Laurikainen et al., 1992).
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Alguns estudos sobre disfagia ou disfungao idiopatica do cricofaringeo
(DIC) auxiliam o entendimento sobre o musculo, porque ainda hoje se dispde
de poucas informacdes sobre a sua estrutura normal. E dificil determinar
dentre as caracteristicas histolégicas observadas no MCF quais sdo normais
e quais sao decorrentes de doengas propriamente ditas ou mesmo do
processo de senescéncia. Além disso, o referido musculo guarda
caracteristicas histoldgicas distintas de outros musculos esqueléticos (Singh,
Hamdy, 2005).

Ao estudar pacientes com DIC por meio de espécimes obtidos
durante a miotomia do MCF para tratamento da disfagia, Cruse (1979)
evidencia em seu grupo controle, alteragcbes em fibras musculares
(degeneracgao e regeneracdo), aumento da quantidade colageno e infiltrado
inflamatdrio crénico inespecifico. Acredita que essas alteragdes musculares
sejam decorrentes do desgaste natural pelo ato de deglutir ao longo da vida.

Hanna e Henderson (1980) avaliam alteragdes histoléogicas em
pacientes com DIC submetidos a miotomia. Observam as alteragdes ultra-
estruturais seguintes: mitocdndrias aberrantes, aumento do glicogénio,
inclusdes lipidicas, fagolisossomos e bastonentes de nemalina. Os autores
acreditam que essas alteracbes possam ser secundarias a doenca do
refluxo gatroesofagico cronico.

Laurikainen et al. (1992), num trabalho sujeito a criticas
metodoldgicas e estatisticas, estudam o MCF por microscopia eletrénica e
histoquimica enzimatica. Eles observam que a quantidade de tecido fibroso

endomisial aumenta com a idade e € maior no MCF quando comparada a
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outros musculos esqueléticos. Os autores acreditam que essas alteragoes
sejam decorrentes da caracteristica excepcional do MCF de se manter
contraido, a maior parte do tempo, e apenas temporariamente relaxado
durante a degluticdo. Além disso, o musculo é diretamente exposto a
estresse fisico e quimico por causa de alimentos quentes e bebidas
alcodlicas.

A prevaléncia de alteragdes do MCF, aparentemente, aumenta com a
idade e tem sido observada em doengas neuroldgicas, particularmente na
distrofia muscular oculofaringea, em doencas de neurbnio motor e em
miopatias inflamatérias. Em 1990, Kristmundsdottir et al. conduzem um
estudo sobre as caracteristicas histopatolégicas e histomorfométricas do
MCF em pacientes sadios e portadores de doencas do neurdnio motor.
Observam grande quantidade de tecido conectivo endomisial e perimisial,
com numerosas fibras elasticas e depdsitos gordurosos. Verificam, ainda,
que nos sujeitos normais, a média de componentes ndo musculares varia de

28 a 53%, com conteudo de gordura entre 0 e 10%.

3.2 Acédo do envelhecimento e do sexo

3.2.1 Sobre a degluticao
Muitas alteragdes que comprometem a eficiéncia da degluticao
orofaringea ocorrem com o envelhecimento. Algumas delas sdo decorrentes

do efeito direto da senescéncia, outras de doencas associadas e mesmo de
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medicacdes utilizadas no tratamento dessas doencas. Sabe-se que as
alteragdes na degluticdo, decorrentes do envelhecimento, atingem o sistema
aferente, o controle central e o sistema eferente (McComas et al., 1973), e
alteram todas as fases da degluti¢cao orofaringea.

A maioria dos autores concorda que, com o avanco da idade, a
capacidade de abertura do MCF diminui (Cook, 1993). Dejaeger et al. (1994)
verificam que os idosos apresentam, com maior frequéncia, incompleto
relaxamento do EES e estase salivar de bario liquido em valéculas e seios
piriformes, apos as degluticbes. Achados semelhantes foram encontrados
por Shaw et. al (1995). Estes ultimos verificam significativa diminuicdo da
abertura do EES e concluem que a incapacidade do EES envelhecido em
distender, durante a passagem de o bolo alimentar, € compativel com a
diminui¢gdo da complacéncia muscular advinda da idade.

McKee et al. (1998) avaliam a influéncia do sexo e da idade na onda
de pressao faringea. Os resultados indicam que a idade esta diretamente
associada a uma reducao da resposta da faringe na degluticdo, diminuigao
da abertura do EES e redugdo em sua pressao de repouso. Esse estudo nao
estabelece um padrao de diferenga em relagao ao sexo.

Contrariando os achados anteriores, Robbins et al. (1992) nao
encontram diferengas significativas dos valores de pressdao do EES em
diferente grupos etarios. Eles estudam o efeito do envelhecimento normal na
degluticao orofaringea num grupo de individuos de diferentes sexos e
idades, simultaneamente, por videofluoroscopia e manometria. Verificam que

idosos apresentam um tempo total aumentado de degluticdo orofaringea e
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maior duracao na abertura do EES.

3.2.2 Sobre o tecido muscular esquelético e sua matriz extracelular

Alteracbes desfavoraveis ocorrem no musculo esquelético com a
senescéncia. O processo do envelhecimento é acompanhado pela
diminuicdo da fungdo muscular decorrente da perda da massa, da
capacidade de estiramento e da forca do musculo (Chow et al., 2005; Volpi
et al., 2004).

Estudos em autopsia sobre a composi¢cao de fibras musculares no
musculo vasto lateral mostram perda de fibras musculares a partir da quarta
década de vida, preferencialmente de fibras tipo Il (Lexel et al.,, 1988;
Kovanen, 1989). Nao obstante, a massa muscular ndo é o Unico
determinante da fungdo muscular. Segundo MacClenna et al. (1980), parte
das alteragdes musculares que ocorrem com o envelhecimento pode ser
decorrente da substituicdo do tecido muscular por tecido conjuntivo. Os
componentes do tecido conjuntivo mudam com a idade e exercem influéncia
sobre comportamento celular (Labat-Robert et al., 2000).

Tanto o envelhecimento quanto o tipo de atividade fisica levam a
alteragbes quantitativas e qualitativas nas propriedades do tecido conjuntivo
em oOrgaos (Kovanen, 1989). A biossintese de colageno, por exemplo,
diminui com uma atividade muscular menor porque depende do equilibrio
entre produgao e consumo de proteinas (Takala, Virtanen, 2000).

O MCF mantém-se tonicamente contraido, exceto nos episddios de

degluticdo, vdmito e eructagédo. Por apresentar essa alta taxa de atividade
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obrigatéria, a semelhanga da musculatura respiratéria, no MCF as alteracdes
decorrentes do desuso sao praticamente eliminadas e os efeitos decorrentes

do envelhecimento sdo mais evidentes (Rodrigues, 1994; Lang, 1997).

3.3 O tecido conjuntivo

3.3.1 Aspectos gerais

Os tecidos conjuntivos sao estruturas bioldgicas complexas formadas
por uma variedade de componentes quimicos distintos e contém células
proprias (fibroblastos, osteoclastos e condrécitos) e células relacionadas
com a funcao imunoldgica (polimorfonucleares, macrofagos e mastécitos),
vasos sanguineos, nervos, além de seu principal e mais abundante
componente, a matriz extracelular (Parry, Craig, 1988).

Nas ultimas décadas, o conhecimento sobre a biologia molecular da
matriz extracelular tem aumentado exponencialmente. Para propositos
didaticos, as macromoléculas isoladas de tecidos conectivos de diferentes
espécies animais, desde invertebrados a humanos, podem ser divididas em
quatro grandes categorias: a) colagenos; b) elastinas; c) proteoglicanos; e,
d) glicoproteinas. As duas primeiras familias formam o arcaboucgo fibroso,
enquanto os proteoglicanos e glicoproteinas preenchem os espagos
intersticiais (Lobat-Robert, 1990).

Além de fornecer suporte estrutural para os tecidos, a matriz

extracelular € meio pelo qual transitam informacdes entre as células, que por
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sua vez sao responsaveis por processos como morfogénese, diferenciacao e
migracao celulares, reparo e fibrose tecidual. As diversas concentragdes e
associagbes dos componentes da matriz extracelular resultam em
adaptacdes especificas para determinados 6rgaos, permitindo a manutengao
da homeostase, diferenciacbes celulares em cada estagio da vida e

adaptacdes frente a diferentes estimulos (Montes, 1996).

3.3.2 O sistema de fibras colagenas

O termo colageno refere-se a uma familia de proteinas fibrosas
encontradas em todos os animais multicelulares. E a mais abundante
proteina fibrosa extracelular dos seres humanos, formando cerca de 25% de
todas as suas proteinas (Takala, Virtanen, 2000) e um a 9% da massa nao
gordurosa do musculo esquelético (Kovanen, 1989; Sousa, 2002).

A principal caracteristica da molécula de colageno tipica € a estrutura
longa e rigida em tripla fita helicoidal na qual, trés cadeias peptidicas de
colageno, chamadas cadeias a, estdo enroladas entre si (Alberts et al.,
2002). Essas moléculas podem agrupar-se em polimeros ordenados
chamados fibrilas de colagenos, que por sua vez podem se agrupar em
fibras mais grossas, as fibras colagenas.

As moléculas de colageno s&o sintetizadas no reticulo
endoplasmatico rugoso. Seguem para o aparelho de Golgi, onde sofrem
modificagdes, incluindo a hidroxilacdo dos residuos de prolina e lisina, para
formar, respectivamente, a hidroxiprolina e a hidroxilisina, e a glicosilagao

enzimatica da hidroxilisina. A hidroxilacdo da prolina é essencial para a
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estabilidade térmica da tripla hélice. A hidroxilacdo da lisina proporciona
substrato para a sua posterior glicosilagdo e formacéao de ligagcbes cruzadas
estaveis, importantes para a aquisicao da forgca ténsil do tecido. (Michelacci,
2003)

Os produtos dessas reagbes quimicas sao, entdo, secretados no
espago extracelular com extensdes carboxila e amina terminais que
constituem uma molécula chamada procolageno. Apds a exocitose,
procolageno peptidases removem as extensdes carboxila e amina terminais.
A proteina resultante € chamada tropocolageno, que se polimeriza em
filamentos longos no meio extracelular. Essas moléculas sofrem oxidacdes
pela acdo da lisil oxidase, originando aldeidos nas porgdes terminais e nas
porcdes helicoidais da molécula. Esses aldeidos formam ligagbes covalentes
intra- e intermoleculares entre as cadeias a, permitindo a formagao de
multiplas ligagdes cruzadas entre as moléculas de colageno, levando a
formacgao de fibras estaveis (Melo, 2004).

A concentragédo de colageno, presente no espago extracelular, &
controlada antes e apds a sua secregdo. A renovagdao do colageno
intracelular — o procolageno — € dependente da relagao entre a sintese e a
taxa de degradacao. No espaco extracelular, a tripla hélice de colageno é
fragmentada pela acédo das metaloproteinases (MMPs), ou colagenases, e
esses fragmentos sdo degradados por proteinases. As MMPs sdo uma
familia de endopeptidases que, coletivamente, sdo capazes de degradar
todos os componentes da matriz (Kovanen, 2002).

Estruturalmente, existem trés componentes na trama colagenosa do



Revisdo de Literatura 60

musculo esquelético. O epimisio é o tecido conectivo que circunda todo o
musculo, o perimisio circunda grupos de células musculares e o endomisio
circunda, individualmente, cada midcito (Salonen et al., 1985; Souza, 2002).

No musculo esquelético, o colageno se apresenta, principalmente, em
trés formas fibrilares: I, 1ll e V, e uma forma néo fibrilar, o colageno tipo IV.
Os colagenos do tipo | e lll sdo os mais abundantes. Segundo Kurosu
(1979), o tipo | corresponde a 80% e o tipo lll a 19%, além disso, colagenos
tipos I, XI, XIlI, XIV, XV e XVIIl também tém sido encontrados no musculo
esquelético e o colageno tipo VI no musculo cardiaco (Takala, Virtanen,
2000).

O colageno tipo | € o mais comum em todos os tecidos, ndo apenas
no musculo esquelético. Constitui 90% do colageno no organismo e forma
fibras colagenas no osso, dentina, cemento, tenddes, fascias, capsulas de
orgaos, ligamentos e na regiao profunda da derme. Sua principal fungao é
proporcionar resisténcia a tensao, gracas a suas grossas fibras densamente
empacotadas e de didametro heterogéneo (50nm a 60nm) (Montes, 1996;
Souza, 2002).

O colageno tipo lll, geralmente co-distribuido com o colageno tipo |,
esta presente em 6rgéos e tecidos que precisam de arcabougo estrutural
variavel, como a regidao superficial da pele, a camada média dos vasos
sanguineos, a mucosa dos 6rgaos do trato digestério, respiratério e
reprodutor e em 6rgaos parenquimatosos. Durante os processos de reparo e
nas fibroses em geral, o colageno tipo Ill € o primeiro a ser depositado, e

posteriormente é substituido pelo tipo | nas regides sujeitas as grandes
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forcas de tensdo. O colageno tipo Il forma fibrilas de 35nm a 55nm de
diametro, frouxamente empacotadas, com grande quantidade de substancia
amorfa entre si, e forma fibras frouxas e flexiveis de 0,5um a 2um de
diametro conhecidas como fibras reticulares (Montes, 1996).

O colageno é um material resistente, com grande forga ténsil. Essa
caracteristica depende de muitos fatores, incluindo sua concentragdo no
tecido, seu alinhamento espacial, o didmetro das fibras e dos tipos de
colageno (Souza, 2002). As diferentes propriedades dos diferentes tipos de
colageno, dentro do musculo esquelético, capacitam cada um a

desempenhar uma fungao especifica (Kovanen et al., 1987).

3.3.2.1 Métodos histoldgicos para o estudo do colageno

Existem diversos métodos histolégicos para a detecgao do colageno
nos tecidos (Montes, Junqueira, 1991), dentre eles, o método Picrossirius e
a imunohistoquimica contribuiram significativamente para uma melhor
compreensao da fungao e patologia do colageno.

As coloragdes tricromo pelos métodos Mallory, Masson e van Giesen,
embora bastante utilizadas no passado, ndo sdo os métodos ideais para a
deteccdo de colageno, pois nao identificam fibras reticulares (colageno tipo
[lI), nem o colageno das membranas basais (colageno tipo 1V) (Montes,
1996).

O método Picrossirius baseia-se na coloracgao tecidual por um corante
acido, o Sirius Red. As moléculas de colageno, que séo ricas em

aminoacidos basicos, reagem fortemente com corantes acidos como o Sirius
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Red. Além desta forte reagdo, a molécula deste corante é longa e promove
intensificagao da birrefringéncia natural do colageno, pelo fato de muitas das
moléculas do corante se alinharem paralelamente ao eixo longitudinal de
cada molécula de colageno (Montes, Junqueira, 1991). Por essa técnica, o
colageno adquire uniformemente a cor vermelha, tornando possivel definir
sua distribuicao.

Os métodos imunohistoquimicos, usando anticorpos especificos, tém
sido utilizados para determinar os tipos de colageno presentes na matriz
extracelular (Souza, 2002) e fornecem quantificagcbes mais fidedignas, e
baseiam-se numa reacdo antigeno-anticorpo. Para a identificagcdo de uma
proteina (antigeno) especifica, seu determinado anticorpo reconhecera seu

dominio levando a reacao positiva final a coloragao acastanhada.

3.3.2.2 Acao do envelhecimento sobre o sistema de fibras colagenas

Alteracbes relacionadas com a idade, na distribuicdo das fibras
colagenas em diversos o6rgaos, tém sido estudadas de modo amplo e
apresentam resultados conflitantes. No entanto, a maioria dos autores
concorda que essas alteragdes estdo muito mais relacionadas ao estado de
agregacao da molécula e a organizagao tecidual das fibras de colageno do
que as alteragdes quantitativas.

Segundo Sousa (2002), o colageno em muitos 6rgaos incluindo
tenddes, musculos e pulmdes, sofre alteracbes tanto quantitativas como
qualitativas com o avancar da idade. Em muitos tecidos ocorre um aumento

na quantidade de colageno total, sua solubilidade a temperatura de 65° C
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diminui e a estabilidade da estrutura aumenta. Isto resulta do aumento das
ligacbes cruzadas entre suas moléculas, tornando-o mais estavel, rigido e
resistente as colagenases.

De acordo com Mohan e Radha (1980) e Alnageeb (1984) a
quantidade de colageno aumenta muito com a idade. O aumento na
concentragcao de colageno intramuscular ocorre no endomisio e no perimisio,
tanto em musculos lentos quanto em musculos de contragao rapida.

Dantas (2009) estuda a matriz extracelular do musculo constrictor
superior da faringe em individuos com Sindrome da Apnéia Obstrutiva do
Sono por meio de histomorfometria utilizando um sistema de analise e
processamento de imagens, e encontra uma correlagao positiva significante
entre a idade e o colageno tipo |, e uma correlagdo negativa entre a idade e
o colageno tipo Il no musculo constrictor superior da faringe.

Apesar das evidéncias observadas em diversos experimentos, Haus
et al. (2007) acreditam que as variagdes na quantidade de colagenos nos
tecidos ao longo da vida, e que a idade nao tem efeito na concentragao de
colageno intramuscular. Os pesquisadores constatam que tanto a
concentragcdo de colageno endomisial quanto as ligagbes cruzadas
mediadas enzimaticamente sdo pouco afetadas pela idade. No entanto, as
ligagbes cruzadas ndo enzimaticamente mediadas estdo aumentadas nos

musculos de individuos idosos.

3.3.3 O sistema de fibras elasticas

Nos animais vertebrados a propriedade elastica resulta de uma
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estrutura complexa e rica em proteinas, presente no tecido conjuntivo de
diferentes 6rgaos. Esta estrutura, denominada fibra elastica, forma na matriz
extracelular uma rede que permite que determinados tecidos sofram
expansao e retragdo sem lesao tecidual ou gasto de energia (Rosenbloom et
al., 1993).

As fibras elasticas podem ser encontradas nos pulmdes (Mauad et al.,
1996), na pele (Cotta-Pereira et al., 1976), no musculo esquelético
(Rodrigues, Rodrigues Junior, 2000), no musculo liso das artérias (Kielty,
2002), no musculo cardiaco (Carvalho Filho et al., 1996) e em outros érgéaos.
Elas sdo compostas por duas macromoléculas distintas: um componente
amorfo, mais abundante e caracterizado pela elastina, e outro, microfibrilar,
caracterizado pela fibrilina (Carvalho, 2001).

A elastina € uma proteina extremamente hidrofébica que, como o
colageno, € rica em prolina e em glicina nao glicosidada. A elastina contém
também alguma hidroxiprolina, é desprovida de hidroxilisina (Alberts, 2002),
extremamente resistente a dissolugao, estavel em condicdes fisiolégicas e
permanece nos tecidos por todo o tempo de vida do organismo (Shapiro et
al., 1991).

Durante a elastogénese, a elastina é secretada para o meio
extracelular em sua forma monomérica, a tropoelastina. Esse processo é
mediado por um receptor de superficie, a proteina de ligacdo da elastina
(Merrilees et al., 2008). Uma vez no espago extracelular, e préximo a
membrana plasmatica, as moléculas de tropoelastina se polimerizam, por

meio de ligagdes cruzadas entre os residuos de lisina, catalisadas pela lisil



Revisdo de Literatura 65

oxidase, dando origem a elastina (Rosenbloom et al., 1993).

A fibrilina € uma glicoproteina que apresenta como caracteristica
marcante um grande numero de residuos de cistina. Estes residuos estao
envolvidos na formagao de pontes dissulfeto que estabilizam a molécula,
criando uma conformacéo ideal para a formacgao das microfibrilas. Além das
pontes dissulfeto, existem ligacdes cruzadas entre residuos de acido
glutdmico que tornam as microfibrilas extremamente insoluveis (Carvalho,
2001).

As microfibrilas sdo langadas no meio extracelular por fibroblastos,
por células mesenquimais e por outras células e servem de arcaboucgo para
a deposicao de elastina (Ross, 1973). Sao geneticamente designadas para
manter sua fungao ao longo da vida, entretanto, MMPs chamadas elastases
e proteases séricas sao capazes de degrada-las (Kielty, 2002).

Elastina e fibras elasticas sao termos diferentes. A fibra elastica é a
estrutura complexa encontrada na matriz extracelular que contém elastina,
proteinas microfibrilares, lisil-oxigenase e proteoglicanos. Ja a elastina é a
proteina predominante em uma fibra elastica madura, sendo responsavel por
sua propriedade mecanica caracteristica de recolhimento elastico (Nita,
2008).

O sistema de fibras elasticas é formado por trés tipos de fibras. O
primeiro componente formado ¢é a fibra oxitalanica, composta por
microfibrilas sintetizadas e secretadas no meio extracelular. Estas
microfibrilas estdo dispostas em feixes paralelos, indicando a direcéo e a

forma da futura fibra elastica (Rosenbloom et al., 1993). Em seguida,
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pequena quantidade de substancia amorfa, a elastina, é aderida, formando o
segundo componente do sistema elastico: a fibra elauninica. Com a adigao
de maior quantidade de elastina (que pode chegar a 90%) a fibra torna-se
espessa e forma-se a fibra elastica madura. A presenca dos trés
componentes do sistema de fibras elasticas nos tecidos indica uma
elastogénese normal (Pecora et al., 2001).

A elasticidade tecidual € primariamente dependente da quantidade de
fibras elasticas maduras e elauninicas, enquanto a resisténcia tecidual é
dada pelas fibras oxitalanicas (Rodrigues, Rodrigues Junior, 2000). A
quantidade dos trés tipos varia entre os diferentes tecidos e parece

depender de sua fungdo e do envelhecimento (Pecora et al., 2001).

3.3.3.1 Métodos histoldgicos para o estudo das fibras elasticas

Varias coloragbes podem ser aplicadas para o estudo das fibras
elasticas. O método da hematoxilina-férrica ou Verhoeff reconhece apenas
fibras elasticas maduras (que possuem grandes quantidades de elastina) e
nao é adequado para a identificagao das fibras elauninicas e as oxitalanicas.
A coloragao resorcina—fucsina de Weigert € mais sensivel e também cora as
fibras elauninicas, além das elasticas maduras. Quando acrescido do
processo de oxidagao pela oxona (Resorcina-fucsina oxidada), esta ultima
coloracédo é capaz de identificar também as fibras oxitalanicas (Rodrigues,

1994; Montes, 1996).

3.3.3.2 Acao do envelhecimento sobre o sistema de fibras elasticas

Segundo Kielty et al. (2002) a perda da elasticidade por alteragdes
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degenerativas € o principal fator para o envelhecimento do tecido conectivo,
e pode resultar no desenvolvimento de aneurismas aodrticos, de enfisema
pulmonar e de alteragcdes na pele decorrentes da exposigao solar.

Sabe-se que a elasticidade caracteristica das fibras elasticas maduras
€ gracas, em parte, as interagdes hidrofébicas que estabilizam sua estrutura.
Isso explica também a grande afinidade para lipides e calcio. A deposi¢cao
desses elementos nas fibras elasticas maduras, durante o envelhecimento, e
a arteriosclerose leva a perda da elasticidade dos vasos (Labat-Robert et al.,
1990).

Rodrigues e Rodrigues Junior (2000) estudam as alteracdes
relacionadas ao envelhecimento no sistema de fibras elasticas dos musculos
diafragma e reto abdominal de ratos de diferentes idades. Constatam que a
densidade das fibras elasticas maduras e elauninicas aumenta
progressivamente com a idade enquanto a das fibras oxitalanicas diminui.
No entanto, apesar de possuirem maior densidade, as fibras maduras e
elauninicas apresentam uma arquitetura distorcida que se traduz em feixes
espessos, tortuosos e fragmentados. Essas alteracbes causam diminuigao
da elasticidade original do tecido muscular.

Carvalho Filho et al. (1996) estudam fibras elasticas maduras pelo
método de Vehoeff em musculos cardiacos de individuos com idades
diferentes e percebem que a extensao e a espessura das fibras se mantém
constantes desde o nascimento até a idade adulta, e aumentam apenas
apos a terceira década de vida. Os autores acreditam que essas alteragdes

podem resultar na diminuicdo da elasticidade e na perda da pressao de
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recolhimento elastico ventricular com o avango da idade.

3.3.4 A fibronectina

A matriz extracelular contém diversas proteinas ndo colagenosas que
tipicamente apresentam multiplos dominios, cada um deles com sitios de
ligacdo especificos para macromoléculas da matriz e para receptores da
superficie celular. Essas proteinas contribuem para a organizagdo da matriz
extracelular bem como para a adeséao celular, além de guiarem o movimento
das células durante o desenvolvimento tecidual, seja atraindo-as ou
afastando-as. Essa classe de proteinas € vital para a homeostase dos
tecidos e seu primeiro componente a ser descrito foi a fibronectina (Alberts
et al., 2002).

A fibronectina € uma glicoproteina que tem sido implicada em varios
processos celulares, principalmente os que envolvem interagdes de células
com materiais extracelulares, como adesao celular, organizagdo do
citoesqueleto, migracdo, diferenciagdo, transformacdo oncogénica e
homeostase. E produzida, principalmente, por fibroblastos e células
endoteliais, mas também por outros tipos celulares em menor quantidade. A
sua molécula é assimétrica e consiste em duas subunidades de mesmo
peso molecular, que estdo unidas entre si por pontes dissulfeto (Hynes,
Yamada, 1982).

A proteina pode ser encontrada em fluidos corporais, principalmente
no plasma, no tecido conectivo da matriz extracelular e na maioria das

membranas basais. Apresenta duas formas: uma plasmatica e soluvel e
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outra menos soluvel, no tecido conectivo frouxo (Hynes, Yamada, 1982). No
tecido conectivo do musculo esquelético, a fibronectina pode ser identificada
como uma fina e continua camada no endomisio, perimisio e epimisio
(Salonen et al. 1985). Uma caracteristica importante da fibronectina é sua
capacidade de interagir com uma ampla variedade de macromoléculas e, em
virtude de sua alta afinidade com o colageno, encontra-se codistribuida a
ele.

Foidart et al. (1981) estudam, por imunofluorecéncia, a distribuicao
dos colagenos tipo | a IV, do pro-colageno tipo | e lll e da fibronectina em
musculo esquelético de individuos sadios e individuos com dermatomiosite e
polimiosite. Verificam que nos individuos sadios, os colagenos tipo | e lll,
seus procolagenos e a fibronectina encontram-se no endomisio e perimisio.
Nos pacientes com miopatias ocorre aumento da fibrose endomisial e
perimisial, e acumulo do colageno tipo I, tipo Il e da fibronectina.

Salonen et al. (1985) avaliam a distribuicdo do colageno tipo I, Ill, V e
fibronectina por imunofluorescéncia em musculo esquelético de ratos apés
denervagdo. Observam um aumento dos colagenos tipos I, Ill e da
fibronectina no endomisio € no perimisio, e sugerem que a atrofia por
denervagao em musculos € acompanhada por alteracoes fibroéticas.

Gulati et al. (1982) investigam possiveis alteragdes da fibronectina
durante a regeneragdo muscular induzida por autotransplante. Por meio da
imunofluorescéncia indireta, verificam que no musculo esquelético de ratos
sadios, a fibronectina é encontrada no endomisio e é ausente no sarcolema.

Ap0ds o autotransplante observam uma diminuicado da fibronectina endomisial
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e um aumento da fibronectina sarcoplasmatica.

Como a fibronectina desempenha papel importante nas interagdes
célula-matriz, o aumento de sua produgdo com a idade pode causar
alteragdes teciduais (Robert, Labat-Robert, 2000).

Boyer et al. (1991) estudam culturas de pele de ratos de diferentes
idades a fim de avaliar as alteragdes dependentes da idade na biossintese
da fibronectina e dos colagenos fibrosos, tipos | e lll. Constatam que a
biossintese da fibronectina e colageno tipo Ill aumenta progressivamente
com a idade. Sugerem, assim, que a expressao dos genes que codificam as
macromoléculas da matriz sofre regulacdo dependente da idade, e que esta
regulacao é diferente para as diferentes macromoléculas.

Delpuech et al. (1988) avaliam a influéncia do sexo e da idade na
concentracdo de fibronectina plasmatica. Verificam forte correlagado entre
idade e niveis séricos de fibronectina, observando a duplicacdo da
concentracao ao longo da vida. Em mulheres detectam um aumento linear e

em homens exponencial.

3.3.5 O versican

Proteoglicanos sao estruturas moleculares compostas por ao menos
uma cadeia de glicosaminoglicanos ligada covalentemente a uma cadeia
central de proteina (Ruoslahti, 1988).

Glicosaminoglicanos sao carboidratos formados por uma estrutura
dissacaridica basica e repetitiva, possuem cadeias lineares de comprimento

variavel e apresentam cargas negativas em razdo da presenca de radicais
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carboxilicos ou carboxilicos sulfatados. A presenca dessas cargas garante a
essas moléculas grande parte de suas caracteristicas funcionais, como a
associacdo a uma grande quantidade de cations livres retendo assim agua
nos tecidos, interagindo com outros componentes da matriz extracelular e
com fatores de crescimento (Carvalho et al., 2001). A proteina central
também apresenta dominios que permitem a interagdo com outros agucares
(como o acido hialurdnico), com proteinas diversas (como colageno) e com
as membranas celulares.

Os proteoglicanos estao relacionados com uma grande variedade de
processos metabdlicos celulares tais como: a adesao celular, a migragao
celular, a regulacdo de fatores teciduais de crescimento, a regulagdo de
fatores imunoldégicos, a ligagdo com proteinas plasmaticas e o controle de
trombogénese (MacCarthy et al., 1989). Regulam ainda a fibrilogénese do
colageno e das fibras elasticas (Yoon, Halper, 2005; Merrillees, 2008)

Os proteoglicanos podem ser classificados de acordo com os tipos de
glicosaminoglicanos, que sao divididos em varios grupos: keratan sulfato,
condroitin sulfato, dermatan sulfato, heparan sulfato. O acido hialurénico
difere das outras glicosaminoglicanos porque nao possui ligacdo covalente
com a proteina (Lander et al., 1993).

O versican pertence a familia condroitin sulfato e esse nome remete a
grande diversidade de a¢des bioldgicas dessa molécula. Como o agrecan, o
neurocan e o brevican, sdo compostos formados por uma proteina central
com dominios globulares e glicosaminoglicanos com dominios condroitin

sulfatos. Um desses dominios reconhece e liga-se especificamente ao acido
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hialurbnico, com alta afinidade, retendo assim agua nos tecidos e mantendo
a matriz extracelular hidratada. Esses agregados podem modular a adeséo,
a migracado e a proliferacdo celulares (Hardingham, Fosang, 1992; Bode-
Lesniewska et al., 1996; Sorrel et al., 1999). O versican apresenta quatro
diferentes isoformas V0, V1, V2 e V3 (Wight, 2002).

O versican esta presente no tecido conectivo de varios 6rgaos,
freqlentemente associados a trama de fibras elasticas, colagenas e também
a fibronectina. Apresenta expressao fisioldgica no musculo liso, nas
cartilagens fibrosa e elastica, no sistema nervoso central e periférico, no
epitélio glandular, nos vasos sanguineos, pele e na lamina prépria da prega
vocal de fetos. No musculo estriado esquelético € encontrado no endomisio,
no perimisio € no epimisio (Bode-Lesniewska et al., 1996; Pukkila et al.,
2004; Buhler et al., 2008).

Carrino et al. (2000), ao estudar alteragdes relacionadas com a idade
nos proteoglicanos da pele humana, observam uma diminuicdo da proporg¢ao
de versican e um aumento da propor¢ao de decorina, um pequeno dermatan
sulfato, em funcdo da idade. Observam, ainda, alteragcbes estruturais na
molécula desses proteoglicanos na pele das diferentes idades estudadas e
postulam que essas diferengas podem justificar, pelo menos em parte, as
mudancas na hidratacdo e na resisténcia da pele nos idosos. Sorrel et al.
(1999) verificam que a pele fetal tem uma proporgéao significativamente maior
de versican do que a pele adulta, além de apresentar um padrao diferente de

distribuigcao.
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4 METODOS

4.1 Aspecto ético

A pesquisa foi aprovada sob o protocolo de numero 604/05 pela
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 Sao Paulo (HC-FMUSP) (Apéndice).

4.2 Casuistica

4.2.1 Selegao da amostra

Foram coletados blocos anatémicos contendo a TFE excisados de 27
cadaveres no Servico de Verificagdo de Obitos da Capital (SVOC). Os
individuos avaliados eram vitimas de morte subita procedentes do HC-
FMUSP, de outros hospitais ou da propria residéncia. A coleta realizou-se no
periodo de janeiro de 2006 a janeiro de 2008.

Foram incluidos apenas cadaveres cujo MCF pdde ser retirado até 24
horas pos-morte. Foram excluidos cadaveres que apresentavam: idade
inferior a 18 anos, miopatias, doengas do tecido conjuntivo, histéria prévia de
manipulacdo da regido cervical, intubacdo oral, nasotraqueal, sonda
nasogastrica, nasoentérica, orogastrica, traqueotomia; diverticulo de Zenker,

cirurgia laringea ou esofagica prévia e radioterapia da regiao cervicofacial.
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A idade variou entre 28 e 92 anos (média de 54,63 anos com desvio-
padrao de 18,34 anos). Vinte individuos (74,1%) eram do sexo masculino.

Informagdes relativas ao cadaver como idade, sexo, cor, tabagismo,
profissao, causa do 6bito, intervalo de tempo desde o 6bito e a dissecg¢ao do
MCF, peso e altura foram obtidas no prontuario do SVOC ou no HCFMUSP

(Anexo A).

4.2.2 Dissecgao do musculo cricofaringeo

As laringes foram retiradas mediante uma incisao arciforme na regiao
toracica dos cadaveres em um bloco que se estendia desde a lingua até o
quinto ou sexto anel traqueal, incluindo a glandula tiredide e a musculatura
extrinseca. As pecas foram dissecadas no Laboratério de Investigagao
Médica da Disciplina de Otorrinolaringologia da FMUSP (LIM 32),
removendo-se as partes moles e isolando-se a transicao faringoesofagica
(Figura 2A). A porcao horizontal do MCF foi dissecada, tendo-se como
referéncia anatdbmica o ventre obliquo do musculo cricotiredideo e a
disposicdo horizontal das fibras musculares (Figura 2B). Foi removido um
fragmento da porgcdo medial do MCF que incluia também a mucosa (Figuras

2C e 2D).
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Figura 2 - (A) Bloco laringeo excisado de cadaver apos a remogéo das
partes moles adjacentes. (B) ldentificacdo da porg¢ao horizontal
do musculo cricofaringeo. (C) e (D) Remocéao de fragmento da
por¢cao medial do MCF e sua mucosa adjacente.

4.2.3 Preparagoes histologicas

Os fragmentos obtidos foram identificados em ordem numérica
crescente para que, no momento da anadlise das laminas, a idade
permanecesse desconhecida pelo pesquisador. Foram entdo fixados em
solucao de formalina tamponada a 10% por 24 horas. Apos a fixagéo, foram
desidratados em concentragdes alcodlicas progressivas e embebidos em
parafina.

Os 27 blocos foram, entdo, submetidos a cortes histolégicos de 5um
de espessura e corados pelos métodos do Setor de Técnica Histoldgica do

Departamento de Patologia da FMUSP sempre pela mesma profissional:
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a) Método Hematoxilina Eosina

Os cortes histologicos foram corados pelo método de rotina da
Hematoxilina e Eosina (HE) apenas para identificagdo de artefatos técnicos
e alteragdes histopatolégicas. Os casos que 0s possuissem seriam
excluidos. Nao foram realizadas analises quantitativas dessa coloracgao.

b) Método Picrossirius: segundo a técnica descrita no Anexo B

c) Método de Resorcina-fucsina de Weigert com oxidacao prévia pela

oxona: segundo a técnica descrita no Anexo C

Ainda, no Setor de Técnica Histoldgica, as laminas foram fixadas com
3-aminopropil-trietoxi-silane (A3648, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO) e
posteriormente foram encaminhadas ao Setor de Imunoistoquimica do
Departamento de Patologia da FMUSP.

Nesse setor, as reagcdes imunoistoquimicas foram realizadas segundo
a técnica descrita no Anexo D, sempre pela mesma profissional. Realizou-se
o estudo de quatro marcadores: colageno |, colageno lll, versican e
fibronectina. O preparo das laminas de todos os casos estudados, para cada
marcador, foi sempre realizado em um unico dia, para evitar que mudancgas

de temperatura ambiente influenciassem a reacao antigeno-anticorpo.

4.3 Analise morfométrica

Para analise quantitativa das macromoléculas estudadas seguiu-se o

método descrito por Pickering e Boughner (1991), Melo et al. (2004), Buhler
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et al., (2007) e Araujo et al. (2008). A avaliagdo quantitativa foi feita por meio
da analise digital de imagens utilizando um sistema composto por um
microscépio Optico Leica DMR (Leica Microsystems Wetzlar Gmb H,
Alemanha) conectado a um computador tipo IBM por uma camera de video
JVC (JVC TK-C1380 Color Video Camera, Victor Company of Japan Limited,
Japao) (Figura 3). A lente, a intensidade da luz do microscépio e a altura do

condensador foram padronizadas.

Figura 3 — Sistema de analise de imagens composto por microscopio optico
Leica DMR (Leica Microsystems Wetzlar Gmb H, Alemanha)
conectado a um computador tipo IBM por meio de uma camera
de video JVC (JVC TK-C1380 Color Video Camera, Victor
Company of Japan Limited, Japdo).
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Para cada lamina de cada coloragcdo, foram capturadas quinze

imagens sequenciais, com aumento de 400X, de modo a conseguir uma

visibilizacdo geral do musculo (Figura 4). Tentou-se capturar apenas

imagens que contivessem exclusivamente fibras musculares endomisiais,

excluindo-se vasos, gordura, mucosa ou mesmo artefatos técnicos.

As imagens capturadas foram analisadas no Museu da Patologia da

FMUSP utilizando-se o software Image Pro Plus® versdo 4.1 (Media

Cybernetics — Silver Spring, MD, EUA) segundo o procedimento seguinte:

1.

2.

Padronizacdo de positividade — Fotomicrografias escolhidas ao

acaso, 40% do total, foram utilizadas para estabelecer um
padrao de cores para cada elemento estudado, definidos como
“positivos” por dois patologistas, portanto ao fim, foram obtidos
seis padroes de positividade.

Analise — Em cada foto foi delimitada uma area de interesse,
compreendendo exclusivamente o endomisio. Foi aplicado o
padrao de cores previamente estabelecido obtendo-se a
quantificacdo da expressao do marcador (Figura 5). A seguir a
medida total da area de interesse foi obtida. (Figura 6). A
expressdo dos resultados foi dada em porcentagem (%) de
area proporcional positiva marcada para determinado elemento
da MEC em relacdo a area total de musculo analisado

(MM?/pm?).
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Figura 4 - Software Image Pro Plus® versdao 4.1 (Media Cybernetics — Silver

Spring, MD, EUA) com imagem capturada de uma lamina estudada

com coloragdo imunoistoquimica para colageno tipo | no aumento de
400X.

area marcada
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Figura 5 - Aplicagdo do padréo de cor previamente estabelecido para colageno tipo

| obtendo-se a quantificagdo da expressdao deste marcador (area
marcada).
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Figura6 - Medicao da area total de interesse (area total).
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4.4 Andlise estatistica

Os dados foram digitados em uma planilha com a aplicagcdo do
programa Microsoft Excel e para a analise dos dados foi utilizado o
programa estatistico SPSS software 13.0 version (SPSS Inc.°, Chicago,
lllinois, USA).

Todas as variaveis foram analisadas descritivamente. Para as
variaveis sexo, cor e tabagismo calculou-se as frequéncias absolutas e
relativas. Para as variaveis quantitativas a analise foi feita mediante
observagao da mediana, dos percentis 25 e 75, do intervalo interquartilico,
do calculo de médias e desvios-padrao. A distribuicdo das variaveis do
estudo foi ndo paramétrica. Para a comparacao das medidas nos diferentes
sexos, utilizamos o teste de Mann-Whitney. Para correlacionar idade com os
elementos da MEC, utilizamos o teste de correlacdo de Spearman.

Consideramos o nivel de significancia de 5% (p<0,05) (Rosner, 1986).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas da amostra

A idade variou entre 28 e 92 anos, com média de 54,6 e desvio-
padréo de 18,3. Vinte (74,1%) eram do sexo masculino. A seguir, na Tabela
1 e Figura 7, é possivel visualizar a distribuicdo dos individuos quanto a faixa
etéria e raga.

Tabela 1 - Distribuicdo de freqiéncias de faixa etaria do grupo estudado

Idade (anos) n %

<40 6 22,2
40 - 50 5 18,5
50 — 60 5 18,5
60— 70 5 18,5
>70 6 22,2
Total 27 100,0

n= nGmero de casos; % = porcentagem

M Branca (59,3%)
® Parda (29,6%)

Negra (11,1%)

Figura 7 - Distribuicdo dos casos estudados quanto raca
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Onze (40,7%) individuos eram tabagistas ou ex-tabagistas, 13
(48,1%) néo tabagistas e a respeito de 3 (11,1%) ndo dispunhamos dessa
informacéo.

A média do peso foi de 69,2+12,1kg. A média da altura foi de
171,9+7,6cm. O tempo desde o Obito até a disseccao e fixacdo do material
variou de cinco a 23 horas, com média de 16,2+3,7h (média 16,2h e desvio-

padréo 3,7h).

5.2 Distribuicdo das fibras do sistema colagénico e elastico por
métodos histoquimicos

Nos cortes histologicos corados pelo método de rotina da HE foi
possivel visualizar o MCF e sua mucosa adjacente (Figura 8). Nos individuos
idosos, € possivel verificar, a macroscopia, uma atrofia das fibras

musculares esqueléticas (Figuras 9A e 9B).
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Figura 8 — Corte histologico corado com método Hematoxilina e Eosina
visualizado sob luz convencional, que mostra o musculo
cricofaringeo e sua mucosa adjacente (aumento de 250X).

Observa-se a auséncia de artefatos técnicos e inflamacgéo
local.

Figura 9 - Cortes histolégicos corados com método Picrossirius visualizados
sob luz convencional, mostrando a diferenca macroscopica na
espessura das fibras musculares em individuo idoso (A) e em
jovem (B) (aumento de 400x). Nota-se as fibras colagenas
(vermelho) que revestem as células musculares individualmente.
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Os cortes histologicos do MCF corados com Picrossiruis e
observados com luz convencional permitiram claramente evidenciar as fibras
de colageno endomisial (Figuras 9A, 9B e 10). Os cortes teciduais corados
pelo método resorcina-fuccina de Weigert apos oxidacdo revelaram uma
peculiar distribuicdo das fibras do sistema elastico no endomisio do MCF.
Observa-se que fibras elasticas envolvem células musculares individual e
longitudinalmente, ligam-se umas as outras por fibras delgadas em
disposicdo transversal em relacdo a célula muscular (Figura 11A) e
espessam-se na extremidade da célula muscular (Figura 11B), como se as

fibras musculares estivessem inseridas em uma fina rede de fibras elasticas.

Figura 10 — Corte histolégico corado com método Picrossirius visualizado
sob luz convencional que mostra a distribuicdo do colageno
total (vermelho escuro) no endomisio do musculo cricofaringeo
e sua mucosa adjacente (aumento de 250X).
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Figura 11 — Corte histologico corado pelo método resorcina-fuccina de
Weigert apos oxidacado que mostra a rede de fibras elasticas
no musculo cricofaringeo (aumento de 400x). (A) Observa-se
fibras elasticas delgadas envolvendo células musculares, que
se ligam umas as outras por delgadas fibras em disposi¢édo
transversal em relacdo a célula muscular (seta vermelha). (B)
Fibras elasticas que se espessam na extremidade da célula
muscular (asterisco vermelho).

A area porcentual do colageno total e das fibras elésticas no
endomisio do MCF e sua comparacdo entre 0S sexos encontram-se

disponiveis nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2 - Area porcentual do colageno total e das fibras elasticas no
musculo cricofaringeo pelos métodos Picrossirius e Resorcina-
fuccina oxidada de Weigert

Elemento estudado Mediana P25 P75 1Q
Colageno total 4,8 2,6 7,7 51
Fibras elasticas 2,6 1,5 3,5 1,9

P25 = percentil 25; P75 = percentil 75; 11Q = intervalo interquartilico
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Tabela 3 — Teste de Mann-Whitney para a compara¢ao da area porcentual
de colageno total e das fibras elasticas entre os sexos

Colageno Total Fibras elasticas

Mediana
Masculino 5,3 2,6
Feminino 4.7 3,2

Valor minimo 1,1 1,0
Masculino 1,7 15
Feminino

Valor maximo 16,9 8,2
Masculino 8,7 6,3
Feminino

Significancia (p*) 0,40 0,65

p = nivel de significancia; p<0,05; * = nivel descritivo de probabilidade do teste néo
paramétrico de Mann-Whitney.

5.3 Distribuicdo dos elementos da matriz extracelular por métodos

imunoistoquimicos

Os cortes histolégicos do MCF corados por imunoistoquimica para
colageno tipo | e tipo Il e observados sob luz convencional permitiram
evidenciar a presenca desses elementos distribuidos de maneira

homogénea em todo o endomisio (Figuras 12A e 12B).
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Figura 12 - Corte histoldgico corado pela técnica de imunoistoquimica que
mostra a distribuicdo do colageno tipo | (A) e colageno tipo Il
(B) em coloragdo em marrom (aumento de 400X)

A fibronectina e o versican foram os elementos mais escassos dentre
0s analisados. Anticorpos para fibronectina coraram o endomisio, mas de
forma menos densa que para os colagenos, num padréo fibrilar (Figura 13A).
Em alguns casos pode-se evidenciar fibronectina no interior da célula

muscular (Figura 13B).

Figura 13 - Corte histologico corado pela técnica de imunoistoquimica para
a fibronectina (em coloracdo em marrom). (A) mostra a
distribuicdo endomisial, e (B) a distribuicdo sarcolemal de alguns
casos (aumento de 400X).
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Ao contrario da fibronectina nenhum versican foi observado dentro
das fibras musculares (Figura 14A). Alguns casos mostraram abundante

imunopositividade para versican, enquanto em outros casos 0 versican

achava-se quase ausente (Figura 14B).
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Figura 14 — Corte histologico corado pela técnica de imunoistoquimica para
a versican (em coloragdo em marrom). (A) mostra a
distribuicdo endomisial e (B) a escassa distribuicdo em alguns
casos (aumento de 400x).

A area porcentual do colageno tipo I, tipo Ill, fibronectina e versican
encontra-se na Tabela 4. A comparacdo entre esses elementos nos sexos
encontra-se na Tabela 5.

Tabela 4 - Area porcentual dos elementos da matriz extracelular por
imunoistoquimica

Elemento estudado | Mediana P25 P75 Q
Colageno tipo | 7,6 5,6 8,7 3,0
Colageno tipo I 6,2 4,7 9,8 5,0
Fibronectina 2,3 1,3 4,4 3,1
Versican 2,8 1,4 4,8 3,4

P25 = percentil 25; P75 = percentil 75; 11Q = intervalo interquartilico
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Tabela 5 - Teste de Mann-Whitney para a comparacao da area percentual
dos elementos da matriz extracelular por imunoistoquimica entre
0S Sexos

Colageno | Colageno | Fibronectina| Versican

tipo | tipo Il

Mediana

Masculino 8,3 6,5 2,5 3,0

Feminino 5,9 6,1 2,4 2,6
Valor minimo

Masculino 4,2 2,0 0,05 0,5

Feminino 1.8 3,1 0,05 1,0
Valor maximo

Masculino 9,3 19,9 7,8 11,1

Feminino 10,8 16,7 18,7 15,1
Significancia (p*) 0,22 1,0 0,86 0,86

p = nivel de significAncia <0,05; * = nivel descritivo de probabilidade do teste néo
paramétrico de Mann-Whitney.

5.4 Associacao entre as medidas e a idade

Para correlacionar idade com os elementos da MEC estudados,

utilizamos o teste de correlacdo de Spearman (Tabela 6).

Tabela 6 — Analise de correlacédo de Spearman entre a idade e as areas
porcentuais dos elementos estudados

Elemento estudado Correlacao Significancia (p)
Colageno total 0,276 0,163
Fibras elasticas 0,253 0,201
Colageno tipo | 0,166 0,407
Colageno tipo i -0,001 0,994
Fibronectina 0,038 0,847
Versican 0,275 0,217

p = nivel de significancia <0,05



6 DISCUSSAO



Discussao 93

6 DISCUSSAO

O MCF tem grande importancia fisiologica no processo da degluticéo,
por causa da rapida capacidade de abertura ou distensédo durante diversos
estados fisioldgicos. Esse comportamento elastico depende ndo apenas dos
elementos contrateis musculares, mas também do tecido conjuntivo
intramuscular (Asoh, Goyal, 1978; Jarvinen, 2002). Apesar disso,
informacBes sobre a composicdo da matriz extracelular do MCF
permanecem bem pouco conhecidas.

A literatura tradicionalmente afirma que o MCF apresenta
caracteristicas histologicas peculiares e distintas dos outros musculos
esqueléticos no que diz respeito a sua organizacdo morfolégica (Singh,
Hamdy, 2005), mas ndo especifica detalhadamente o contetdo de colageno
total, de fibras elasticas ou das outras macromoléculas que formam a matriz
extracelular. Até onde pudemos pesquisar, esse € 0 primeiro estudo que
aborda esta questao.

O principal objetivo do nosso estudo foi, entdo, obter informacdes a
respeito de elementos especificos da matriz extracelular no endomisio do
MCF, mediante a quantificacdo morfométrica, em diferentes idades, e
verificar possiveis alteracfes nesses componentes em relacdo a idade e ao
sexo.

A maioria dos estudos que avalia a funcdo da TFE e as alteracdes

decorrentes da idade ou de condi¢cdes patologicas utiliza técnicas de
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manometria, eletromiografia, videofluoroscopia ou uma combinacdo delas
(Robbins et al. 1992; Cook, 1993; Dejaeger et al., 1994; Shaw et al., 1995).
Todavia, os poucos estudos histolégicos publicados sobre o MCF tém
ajudado muito na compreensédo da funcado e disfuncédo dessa regido, e com
isso, permitido o aperfeicoamento e desenvolvimento de novas formas de
terapia cirdrgica ou fonoaudiologica (Cruse, 1979; Hanna, Hhenderson,
1980; Bonigton et al., 1988; Brownlow et al., 1989; Kristmundsdottir et al.,

1990; Laurikainen et al., 1992; Singh, Hamdy, 2005).

6.1 Da sele¢c&o da amostra

Um dos problemas que advém da utilizagcdo de tecidos humanos
obtidos de cadaveres para estudos histolégicos é o tempo decorrido entre o
Obito e a fixagcdo do material, uma vez que ocorrem modificacdes teciduais
apos a morte. Por isso, estudos onde o tecido muscular foi o principal foco
de analise utilizam um tempo menor entre o 6bito e a fixacdo do material
para minimizar as alteracdes da histo-arquitetura tecidual (Ronsenfirld et al.,
1982). Outro problema dos estudos histologicos é o conhecimento da
histéria patolégica pregressa dos individuos avaliados e da presenca de
doencas que possam implicar em alteracdes teciduais. No caso de estudos
histolégicos no MCF é importante, ainda, excluir individuos que tenham sido
submetidos a intubac&o endotraqueal, a passagem de sondas nasogastrica,

orogastrica ou nasoentérica que poderiam induzir a um processo inflamatorio
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local. (Kelly, 1996).

Nesse trabalho, utilizamos critérios de inclusdo e exclusdo rigorosos
no intuito de reduzir os vieses no estudo. Utilizamos tecidos removidos e
fixados com até 23 horas do Obito. Durante este periodo de tempo, a
atividade enzimatica mantém-se preservada e os artefatos pdés-morte séo
ausentes ou minimos (Franca, 2001). Além disso, todos os individuos
tiveram historia patolégica pregressa, documentada por inspec¢do do
prontuario médico no SVOC, no HC ou em outros hospitais e foram
excluidos individuos que sabidamente apresentassem queixa de disfagia, ou
miopatias ou quaisquer outras doencas que pudessem alterar as
caracteristicas histolégicas do MCF.

Nenhum individuo incluido apresentava intubacdo endotraqueal e
presenca de sonda nasogastrica, orogastrica ou nasoentérica, medidas que
poderiam induzir a um processo inflamatério no MCF e por conseqiéncia,
alterar a proporcdo dos constituintes da matriz extracelular. Fomos
surpreendidos, no entanto, por uma dificuldade em incluir casos que
preenchessem esses critérios no limitado intervalo de tempo que
dispunhamos. Portanto, o grupo estudado constituiu-se de uma amostra néo

aleatéria do tipo “por conveniéncia’. Amostras como essas, Sao
selecionadas por um julgamento de valor, no caso os critérios de incluséao e
exclusao, e ndo por questdes de randomicidade estatistica.

Tivemos um cuidado adicional em nosso estudo. Identificamos todos

0S espécimes estudados em ordem numérica crescente, para que variaveis

como a idade e o sexo dos individuos permanecessem desconhecidos pelo
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pesquisador. Desta forma, procuramos limitar a introducdo de vieses de
observacao, pelo cegamento do avaliador quanto a estas variaveis.

Um ponto importante na selecdo dos nossos casos foi a tentativa de
obter uma amostra representativa da populacdo brasileira. Incluimos
individuos adultos cujas idades variaram de 28 a 92 anos, e que
apresentavam uma distribuicdo racial parecida com a encontrada no Brasil.
No nosso estudo (Figuras 2 e 7) tivemos 59% de brancos, 29% de pardos e
11% de negros, enquanto no Brasil, segundo dados do IBGE (2002) temos

53% de brancos, 39% de pardos e 6% de negros.

6.2 Da quantificacdo dos elementos da matriz extracelular

O tecido conectivo intramuscular encontra-se em intimo contato com a
fibra muscular, desempenha papel importante no processo de contracéo e
estd mais sujeito as alteracdes decorrentes do uso e do desuso (Jarvinen,
2002). Além disso, segundo Alnageeb (1984) as alteragBes quantitativas
decorrentes da idade no conteddo de colageno sdo mais evidentes no
endomisio. Por essas razdes, optamos por estudar o tecido conjuntivo
endomisial.

Como nossos resultados seguem uma distribuicdo assimétrica ou nao
paramétrica, optamos por utilizar a mediana como medida de tendéncia
central, percentil 25, percentil 75 e o intervalo interquartilico como medidas

de disperséo da variaveis quantitativas estudadas, ou seja, a area porcentual
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do colageno total, dos tipos | e Ill, das fibras elasticas, da fibronectina e do
versican no endomisio do MCF (Tabelas 2 e 4).

O colageno tipo | e tipo lll sdo os principais e mais abundantes
colagenos no musculo esquelético e estdo presentes nos trés niveis de
organizacdo do tecido conjuntivo intramuscular. O endomisio, tecido
conjuntivo que circunda individualmente cada fibra muscular, é rico em
colageno tipo I, lll, IV e V. Estudos de Kovanen (1989) afirmam que o
conteudo de colageno no musculo esquelético gira em torno de um a 9% de
sua massa.

Nossos resultados mostram que o0 coldgeno € o elemento mais
abundante dentre os estudados. Organiza-se em delgadas fibras que
revestem as células musculares individualmente e em pequenas pontes que
ligam as células entre si e com a matriz extracelular (Figuras 9 A, 9B e 10).
Acreditamos, em concordancia com Goyal et al. (1993), que a presenca
dessa trama de suporte colagenosa contribua para que o MCF se mantenha
tonicamente contraido.

Nossos achados, todavia, diferem de estudos previamente publicados
por Bonington et al. (1988), Kristmundottir (1990) e Laurikainen (1992) que
utilizam técnicas histoquimicas e que véem uma variacdo de 10 a 40% no
conteudo do tecido conectivo no MCF. Entendemos que isso pode ser
decorrente das razdes seguintes:

a) Quantificacdo de outros tecidos e de outros compartimentos

musculares: nossos resultados refletem o conteudo de colageno

presente apenas no endomisio do MCF. N&o avaliamos
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colageno perimisial, nem componentes ndo musculares, como
tecido gorduroso, nervos e vasos.
b) Método de quantificacdo: utilizamos a histomorfometria mediante
um sistema de analise e processamento de imagens (Software
Image Pro-Plus), que nos confere andlise precisa do elemento a
ser estudado, eliminando assim o viés da avaliacdo qualitativa
individual quando se utiliza escores de graduacdo ou ocular
integradora (Pickering, Boughner, 1991; Melo et al., 2004; Buhler
et al., 2008; Araujo et al., 2008).
c) Metodologia estatistica: € ainda possivel que tamanha diferenca
seja decorrente de diferentes amostragens. Alguns estudos
utilizam uma amostra muito pequena e ndo homogénea quanto a
idade dos individuos e estdo sujeitos a fortes criticas estatisticas.
Além de termos utilizado critérios de inclusdo rigorosos, o que
nos levou a uma amostragem homogénea, nosso estudo inclui
uma das maiores casuisticas de MCF humano (Cruse, 1979;
Hanna, Henderson, 1980; Bonigton et al., 1988; Brownlow et
al.,1989; Kristmundsdottir et al., 1990; Laurikainen et al., 1992).
O conteudo de fibras elasticas e sua disposi¢do nos tecidos variam de
acordo com o tipo de tecido e com a funcdo tecidual (Rodrigues, 1994;
Kielty, 2000). Pode compreender uma pequena, mas importante fracdo da
massa seca do tecido, variando de 2 a 4% na pele, até mais que 50%, nas
grandes artérias (Rosembloom, 1993).

No presente trabalho demonstramos a presenca de fibras elasticas
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oxitalanicas, elauninicas e elasticas maduras, a microscopia de luz, como
componentes do tecido conjuntivo do MCF. A coexisténcia dos trés tipos de
fibras elasticas parece expressar uma elastogénese normal (Pecora et al.,
2001). O unico estudo previamente publicado sobre fibras elasticas no MCF
limita-se a afirmar que o0 mesmo apresenta numerosas fibras elasticas
(Kristmundottir, 1990) sem, contudo, quantifica-las ou descrevé-las.

A organizacdo do sistema de fibras elasticas contribui para a
arquitetura tecidual e promove o recolhimento passivo do tecido a sua
unidade original quando este é submetido a estresse mecéanico. Nos nossos
casos, encontramos uma disposicao interessante do sistema de fibras
elasticas, na qual elas envolvem células musculares individual e
longitudinalmente, espessam-se na extremidade da célula muscular e ligam-
se umas as outras por delgadas fibras em disposicao transversal em relacéo
a célula muscular, como se as fibras musculares estivessem inseridas em
uma fina rede de fibras elasticas (Figuras 11A e 11B).

Comparado com outros musculos da faringe, o MCF é extremamente
elastico. Dantas (2009) estuda a MEC (matriz extracelular) do musculo
constrictor superior da faringe em individuos com Sindrome da Apnéia
Obstrutiva do Sono por meio de metodologia semelhante a nossa e encontra
metade do conteldo de colageno tipo Il e um terco de fibras elasticas.
Acreditamos que essas caracteristicas influenciam o comportamento MCF e
podem responder por sua capacidade de voltar rapidamente a posicéo
tbnica apos as distensdes rapidas durante as degluticbes. (Sivarao, Goyal,

2000)
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A fibronectina € uma glicoproteina adesiva e sua capacidade de
ligacdo parece especialmente importante na construcdo de conexdes
teciduais normais, nas fases iniciais da cicatrizacdo e na remodelacdo de
alteracbes teciduais (Hynes, 1982; Kannus et al., 1998). Em nossos
resultados podemos observar que a imunopositividade para fibronectina
segue um padrdo de distribuicao fibrilar classicamente descrito no musculo
esquelético (Foidart et al., 1981), presente no endomisio do MCF, onde
ligacdes firmes entre as fibras musculares e 0 coldgeno sédo necessarias. Em
alguns de nossos casos, a fibronectina foi encontrada dentro das células
musculares. Expressdo de fibronectina sarcoplasmética também foi
encontrada por Gulati et al. (1982) em musculos regenerados. Apos o
autotransplante, esses autores observam uma diminuicdo da fibronectina
endomisial e um aumento da fibronectina sarcoplasmatica em fibras
isquémicas e degeneradas.

O versican, por sua vez, € um proteoglicano com caracteristica
capacidade de ligacdo ao acido hialurdénico. Agregados de versican e acido
hialurbnico sdo capazes de modelar processos celulares envolvidos na
cicatrizacdo e invasao tumoral (Sorrel, 1999). Em nossos casos, a expressao
do versican pbde ser identificada no endomisio do MCF como descrito por
Bode-Lesniewska et. al. (1996).

Acredita-se que o MCF apresente caracteristicas histologicas distintas
dos outros musculos esqueléticos. De fato, esta exposto a varios fatores
agressores como refluxo gatroesofagico crénico (Hanna, Henderson, 1980),

estresse fisico e quimico por exposicdo a alimentos quentes e bebidas
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alcodlicas (Laurikainen et al.,1992), desgaste natural pelo ato de deglutir ao
longo da vida (Cruse, 1979). Essas agressofes: justificam a presenca de
alteracbes de fibras musculares e do infiltrado inflamatério crénico
inespecifico, anteriormente descritas por Cruse (1979), reforcam a
necessidade do versican e da fibronectina, como mediadores inflamatérios,
em manter a homeostase tecidual, e podem, ainda, justificar as diferencas

interindividuais.

6.3 Das alteracdes correlacionadas a idade e ao sexo

Para avaliar a associacdo entre as medidas estudadas e o sexo foi
utilizado o teste de Mann-Whitney que compara as médias dos elementos de
grupos que apresentam uma distribuicdo ndo paramétrica. Nao encontramos
diferenca estatisticamente significativa (Tabelas 3 e 5). Nos estudos
manomeétricos de McKee et al. (1998) ndo foi observada diferenca entre os
sexos na onda de pressao faringea durante a degluticdo. Nossos resultados
estdo de acordo com os estudos histélogicos de Kristmundottir (1990) que
nao observa diferencas entre ambos o0s sexos com relacdo a quantidade de
tecido conjuntivo em seu estudo.

Para analisarmos possiveis alteragcbes correlacionadas com o
envelhecimento, optamos pela anélise por meio da correlacdo de Spearman.
Este tipo de teste estatistico € utilizado para uma distribuicdo néo

paramétrica e nao traduz a relacdo de causa e efeito, porém nos mostra se
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existe algum grau de associacdo entre uma variavel independente (idade) e
as diversas variaveis dependentes testadas, ou seja, o colageno total, seus
subtipos | e lll, as fibras elasticas, a fibronectina e o versican.

Mediante o uso da correlacdo de Spearman observamos uma
correlacéo fraca entre idade e os elementos da matriz estudados (Tabela 6).
Dantas (2009) encontra uma correlacdo positiva significante entre a idade e
o colageno tipo | e uma correlacdo negativa entre a idade e o colageno tipo
[l no muasculo constrictor superior da faringe. De acordo com nossos
resultados podemos corroborar com o trabalho de Kristmundottir (1990) que
ndo vé alteracdo entre o colageno do MCF e idade, e discordar do trabalho

de Laurikainen (1992). Isso nos abre um leque de possibilidades:

a) Que o MCF néo sofre as mesmas alteracbes com a idade que outros
musculos esqueléticos.

Sabe-se que com o envelhecimento do tecido muscular esquelético
existe caracteristicamente a perda da massa e das fibras musculares tipo |l
(Lexel et al., 1988; Kovanen, 1989, Chow et al., 2005; Volpi et al., 2004),
mas isso parece nao ocorrer no MCF. Segundo Brownlow et al.,(1989) o
MCF nao sofre perda de fibras tipo I, mas em nossos casos (Figura 9 A) e
possivel verificar uma evidente atrofia das fibras musculares a macroscopia.

Por manter-se sempre em atividade (Kahrilas, 1994), seja
tonicamente contraido ou abrindo-se durante as degluticbes, eructacoes e
durante o vomito, o MCF nao sofreria o efeito da imobilizacdo e do desuso,

que habitualmente ocorre em musculos esqueléticos dos membros em
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idosos, e que pode resultar em alterac6es do contetdo dos elementos da
matriz extracelular, principalmente o coldgeno (Mohan, Radha, 1975;
Alnageeb, 1984; Carvalho Filho et al., 1996). Imamura (1996) demonstra que
o nivel de atividade fisica influencia o fendbmeno do envelhecimento do
colageno dos musculos estriados de ratos. A atividade fisica pode retardar e

mesmo reverter os efeitos deletérios relacionados ao envelhecimento.

b) Que as alteracdes qualitativas dos elementos da matriz extracelular se
sobreponham as alteracdes quantitativas.

A analise quantitativa isolada dos elementos da matriz extracelular
ndo permite concluir a respeito da influéncia desses elementos nas
propriedades mecanicas e viscoelasticas do tecido. A integracéo do sistema
de fibras elasticas e colagenas, por exemplo, é importante para a
manutencdo da resisténcia tecidual normal. Alterando-se a composicdo do
colageno, da elastina ou alterando-se seu arranjo arquitetural, certamente a
complacéncia tecidual sera comprometida.

A complacéncia tecidual € influenciada, em parte, pela quantidade de
ligacbes cruzadas entre as cadeias de aminoacidos do colageno. Com a
idade, ocorrre um aumento da maturacdo dessas ligacdes cruzadas, o que
levaria a uma maior agregacdo das fibrilas e tornaria o colageno mais
resistente a tensdo (Rodrigues et al., 1996). Nos idosos, as fibras elasticas
sdo maiores e mais largas (Rodrigues, Rodrigues Junior, 2000),
provavelmente em virtude da queda da reciclagem da elastina, do aumento

de ligacbes cruzadas e da deposicéo de acidos graxos e sais de calcio entre
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suas moléculas. Carvalho Filho et al. (1996) e Rodrigues Junior et al. (2000)
acreditam que alteracdes na arquitetura das fibras elasticas decorrentes do
processo do envelhecimento levariam a diminuicdo da elasticidade original
dos tecidos. Carrino et al. (2000) verificam alteracbes estruturais nas
moléculas de versican e decorina na pele humana em funcédo da idade e
postulam que essas diferencas podem justificar, pelo menos em parte,
mudancas na hidratacéo e resisténcia da pele de idosos. Essas alteracdes
poderiam justificar, de certa forma, a menor distensibilidade do MCF em

idosos.

c) Que mecanismos outros, além do envelhecimento da matriz extracelular,
estejam implicados no declinio da funcédo do MCF

A idade afeta negativamente varios componentes do sistema
responsavel pela degluticdo, desde o controle central até os Orgaos
musculares efetores (McComas et al., 1973). Essas alteracdes sé&o
freqientemente compensadas sob condi¢cdes normais e ndo alcancam nivel
sintomatico, até que eventos neuroldgicos, problemas sistémicos ou causas
externas resultem em disfagia. (Staff, Shaker, 2001)

Com o envelhecimento, existe comprometimento de mecanismos
responsaveis pela abertura da TFE: a) diminuicdo do relaxamento do MCF
pela diminuicdo do aferéncia sensorial; e, b) diminuicdo da amplitude de
contracdo da musculatura suprahioidea (Kern et al., 1999). Anormalidades
em um desses mecanismos causam diminui¢cdo da abertura do MCF durante

a degluticéo.
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Apesar de ndo termos encontrado correlacdo positiva entre idade,
sexo e o0s elementos estudados, ndo significa que podemos descartar a
possibilidade de alteracdes visto que nossa amostragem nao tem poder para
ISSO.

E interessante perceber que ndo observamos variacdo em nenhum
dos componentes estudados, como se a matriz extracelular sempre
funcionasse no sentido de manter uma homeostase entre seus
componentes. Segundo Boyer et al. (1991) a expressdo dos genes que
codificam a matriz extracelular sofre regulacdo dependente da idade. No
caso do MCF essa regulacdo parece semelhante para as diferentes
macromoléculas da matriz.

E dificil determinar as contribuicdes individuais dos componentes
biolégicos da matriz extracelular nas propriedades mecéanicas do muasculo.
Mas é importante entender como os constituintes quimicos (colageno, fibras
elasticas, glicosaminoglicanos, glicoproteina e agua) fornecem seus
atributos aos tecidos. No MCF, a presenca desses elementos e a quantidade
de fibras coldgenas e elasticas observada nesse estudo é compativel com a
caracteristica de esfincter do musculo (Laurikainen et al., 1992).

De forma isolada, dados referentes a matriz extracelular podem ter
um pequeno impacto funcional em individuos normais, mas podem ser
importantes para a correta avaliacdo de pacientes com disfagia orofaringea.

Passados quase trezentos anos desde sua primeira descricdo, o MCF
permanece ainda hoje pouco compreendido. Com este trabalho,

descrevemos a densidade (area porcentual) dos constituintes da matriz
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extracelular no endomisio do MCF por métodos histoquimicos e
imunohistoquimicos. Entendemos que o0 conhecimento adequado da
distribuicdo normal dessas proteinas deve ser reconhecido para facilitar a
compreensao dos processos patolégicos do MCF e direcionar o tratamento
dos disturbios de degluticio. Como primeiro trabalho publicado sobre o

assunto, € uma importante ferramenta para estudos futuros.
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7 CONCLUSOES

Com este trabalho:

1.

Identiicamos a presenca e mensuramos a area porcentual do
colageno total, das fibras elasticas, do colageno tipo I, tipo Ill, da
fibronectina e do versican no endomisio do MCF por histoquimica e

imunoistoquimica.

N&o identificamos diferencas estatisticamente significativas em
relacdo ao sexo e a idade nesses constituintes, na amostra estudada

pelos métodos aplicados.
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ANEXO A

Dados dos cadaveres obtidos no Servi¢co de Verificacéo de

Obitos da Capital —S&o Paulo

Identificagdo | Idade | Sexo | Raga | Peso | Altura Profissdo Doenga de bas;e Ou causa
mortis
kg) [ (m)
CFO01 52 M B 50 | 1,70 | Auxiliar de Edema agudo de pulméao
expedicao
CF 02 65 M B 81 1,70 | Eletricista Infarto agudo do miocardio
CF 03 51 M B 91 1,80 | Motorista Infarto agudo do miocérdio
CF04 37 M B 70 1,80 | Auténomo Edema agudo de pulmao
CF05 83 F P 60 1,60 | Semocupagdo | Tromboembolia pulmonar
CF 06 46 M B 80 1,80 | Semocupacdo | Edema agudo de pulmao
CF 07 68 M B 56 1,70 | Vendedor Infarto agudo do miocardio
CF 08 42 F N 88 1,70 | Empregada Infarto agudo do miocérdio
doméstica
CF 09 42 F B 64 1,70 | Empregada Edema agudo de pulmao
doméstica
CF 10 28 M B 67 1,90 | Manobrista Edema agudo de pulmao
CF11 71 F B 101 | 1,70 | Semocupagdo | Broncopneumonia bilateral
CF12 55 F P 65 1,60 | Vendedor Hemorragia meningea
CF13 74 M P 76 1,70 | Aposentado Tromboembolia pulmonar
CF14 67 M B 76 1,75 | ? Carcinoma hepético
CF 15 52 M B 61 160 |? Encefalopatia hepética
CF 16 69 M N 48 160 |? Adenocarcinoma de prostata
CF 17 60 F B ? ? ? Adenocarcinoma de mama
CF 18 40 F B 60 1,70 | Do lar Broncopneumonia bilateral
CF19 37 M B 70 1,70 | Ajudante geral Infarto agudo do miocardio
CF 20 31 M P 62 1,65 | Auténomo Tuberculose miliar

Continua
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Continuacao da tabela

CF21 52 M 68 1,70 | Tintureiro Infarto agudo do miocérdio
CF22 45 M ? ? ? Broncopneumonia bilateral
CF 23 80 M 70 1,80 | Teceldo Infarto agudo do miocérdio
CF24 79 M 67 1,80 | Comerciante Broncopneumonia bilateral
CF 25 92 M 75 1,70 | Aposentado Edema agudo de pulmao
CF 26 28 M 70 1,80 | Vigilante Tromboembolia pulmonar
CF 27 29 M 65 1,80 | Auxiliar de Acidente Vascular Cerebral
limpeza

(CF) cricofaringeo; (?) indica que o dado é desconhecido; (M) masculino; (F) feminino; (B) branca; (P)

parda; (N) negra
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ANEXO B

Método Picrossirius

Os cortes histolégicos foram desparafinados, hidratados e corados
durante uma hora em uma solucédo 0,1% de Sirius Red (Sirius Red F 3B 200,
Mobay Chemical Co, Union, NJ, EUA) dissolvida em &cido picrico aquoso
saturado. Os cortes foram lavados durante cinco minutos em agua corrente
e contracorados com hematoxilina de Harris fresca durante dois minutos.
Foram observados sob microscopia de luz normal para a andlise das fibras

colagenas.
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ANEXO C

Método de Resorcina-fucsina de Weigert com

oxidacao prévia por oxona

Os cortes histolégicos foram desparafinados e tratados com solugéo
aquosa de Oxona a 10% (composto monopersulfato, Du Pont, Wilmington,
Delaware, EUA) por 40 minutos. Depois de lavados em agua corrente por
cinco minutos, foram lavados em uma série de etanol com concentragfes de
70 a 95% e colocados na solugéo corante por uma hora em temperatura
ambiente. Apds este tempo na solugdo corante, foram lavados em &agua
corrente por cinco minutos e tiveram a coloragcdo de fundo removida por
meio de uma solucao de alcool etilico 1% (1mL de HCI concentrado e 99mL
de etanol 70%). Em seguida, foram lavados em agua corrente, desidratados

em alcool, diafanizados e montados.
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ANEXO D

Método Imunoistoquimico

Hidratacdo e Blogueio

As laminas foram desparafinadas, hidratadas e em seguida
bloqueadas utilizando-se a peroxidase enddgena com agua oxigenada
(H202) 10 volumes a 3% por sete ciclos de trés minutos de duracao, para
serem finalmente lavadas com agua corrente e Solucdo Tampao de Fosfato

(Phosphate Buffer Solution, PBS).

Recuperacao antigénica

Seguiu-se a recuperacao antigénica obtida por meio de tripsina por 20
minutos para o0s anticorpos especificos para versican e colageno Ill e por
alta temperatura em citrato pH 6,0 para os anticorpos colageno | e
fibronectina. Apés este periodo, as laminas foram novamente lavadas em

PBS.

Incubacdo com 0s anticorpos primarios e secundarios

Os anticorpos primarios anti-human Versican (Seikagaku Corporation,
Inc., ljamsville, MD, EUA - c¢dbdigo:270428) titulo 1:250, Colagen |
(Calbiochem, San Diego, CA, EUA - cb6digo:CP19) titulo1:1000, Colagen IlI
(United States Biological, Swampscott, MA, EUA - c6digo:C7510-12A) titulo
1:150 e Fibronectin (Dako, Carpinteria, CA, EUA - c6digo:0245) titulo 1:4000,
foram diluidos em Bovine Serum Albumin (BSA), aplicados sobre os cortes e

controles (positivo e negativo de tecido) e incubados durante a noite
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(overnight). As laminas foram entdo lavadas em PBS e incubadas com
anticorpos secundarios Envision + Dual link system (DakoCytomation,
Carpinteria, EUA, cbdigo:K0691) para colageno lll, versican. fibronectina e
para o colageno | Vectastain (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA),

em estufa 37° C.

Revelacao

Apoés esta etapa, as laminas foram lavadas em PBS e seguiu-se a
revelacdo com cromogeno 3,3 Diaminobenzidine (Sigma, Steinhein,
Alemanha cédigo: D5637). Foram lavadas abundantemente em agua
corrente e contra-coradas com hematoxilina de Harris (Merck, Darmstadt,
Alemanha). Em seguida, foram novamente lavadas em agua corrente,
desidratadas, diafanizadas e montadas com resina Entellan (Merck,

Darmstadt, Alemanha) para microscopia.
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