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ABSTRACT 
 
 
Objectives: To analyze the presence and distribution of total collagen, type I 

and III 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 I collagen was more prevalent than type III 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 I and III 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 tissue2. Few studies have assessed CPM 

normal histological structure in man and there is very few information about 

its extracellular matrix (ECM) composition1,3,4.  

Collagens are a source of tensile strength in the muscular tissue and 

elastic fibers are essential to tissue resiliency5. Versican, a proteoglycan 

condroitin sulphate, modulates the cell growth and maturation, and also 

keeps the hydration of the ECM6. Fibronectin, a large glycoprotein, 

participates on cells adhesion, cytoskeletal organization, cellular migration, 

differentiation and homeostasis7. In this study our aim was to analyze 

quantitatively the major ECM proteins, total collagen, type I collagen, type III 

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 São Paulo School of 

Medicine.  

Human cricopharyngeus muscles were obtained from autopsies of 

adults at São Paulo Autopsy Service, University of São 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-μm-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 previously5. This latter technique selectively stains the elastic 

fibers (elastin and preelastin fibers)3 For the analysis of type I collagen, type 

III collagen, fibronectin and versican expression, immunnohistochemical 

reactions were carried out using, respectively, collagen type I antibody 

(Calbiochem, San Diego, CA) (1:1000 dilution), collagen type III MAB II 

antibody (US Biological, Swampscott, MA) (1:150 dilution), fibronectina 

antibody (Dako, Carpinteria, CA) (1:4000) and antihuman antibody large 

proteoglycan versican (Seikagaku America, Inc., Ijamsville, 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 I collagen, Envision 

+ Dual link System (Dako, Carpinteria, CA) was used to type III 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 area/total area (μm2/ μm2). 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 area9.  

 
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, Illinois, USA) and p 

values lower than 0.05 were considered significant. 

 
RESULTS 

Table I shows the age distribution for study group. Table II and III 

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 I and III 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 1I 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 IV). 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 I 

collagen fibers, type III 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 quantified10. 

The elastic behavior of skeletal muscle depends not only on its 

contractile components, but also on the intramuscular connective within the 

muscle tissue2. 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 function3,4 . 
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Collagens are the most abundant extracellular fibrous proteins and 

forms 1- 9% of the free dry mass of skeletal muscle11. Indeed, in our study 

collagens had the highest density among the analyzed ECM components. 

Collagens type I and III are the major interstitial collagens within the skeletal 

muscles. Type I collagen plays a key role as supporting structure, as it has a 

high tensile strength, and is especially suitable for transmitting force. Type III 

collagen is more prevalent on elastic connective tissues. In tissues where 

types I and III coexists, like skeletal muscle, their relative proportions affect 

the architecture of the tissue11. Endomysium of different skeletal muscles 

characteristically shows a higher proportion of type III 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 proprieties13. 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 CPM1, 

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 

homeostasis7. 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.14
 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 biology6. The CPM is frequently exposed to physical 

and chemicals stressors4. Further, signs of muscle cell regeneration and 

degeneration in the CPM have been previously described by Cruse et al.15, 

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 study6,7. 

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 samples1,3,4,15,16, 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 muscles16. Immobilization and lack of activity that commonly affect 

aging skeletal muscle can account for increased amounts of certain ECM 

components, especially collagen. Type II muscle fibers (fast-twitch) appear to 

decrease with age, but this finding is not seen in the CPM16. 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 65º C decreases and 

there is an increase in cross-linking of the collagen macromolecules17. 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)18. 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 I and III 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 I - 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 
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Table II - 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 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 xxvii



Table III - Type I and type III collagen, fibronectin and versican (%) in the 

cricopharyngeus muscle endomysium 
 

ECM component Median  
 

IQR 
 

Type I collagen (%) 7.6  3.0 

Type III 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 I collagen  0.166  0.407 

Type III 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 I collagen (brown coloration) 

in a 68 year male, showing its distribution on endomysium (400x 

magnification).  Figure F: Immunnohistochemical technique for the Type III 

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 histológico da matriz extracelular do músculo 
cricofaríngeo em cadáveres de diferentes idades [tese]. São Paulo: 
Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2009. 124p. 
 

 
O músculo cricofaríngeo desempenha um importante papel na 

deglutição. Acredita-se que seu comportamento elástico seja dependente 

não apenas do componente muscular, mas também do tecido conectivo 

intramuscular. O objetivo desse estudo foi analisar a presença e a 

distribuição do colágeno total, colágenos tipo I e III, fibras elásticas, 

fibronectina e versican no endomísio do músculo cricofaríngeo em 

cadáveres de diferentes idades. Vinte e sete músculos foram obtidos 

mediante autópsia de indivíduos de ambos os sexos com idades entre 28 e 

92 anos. Foram realizadas colorações histoquímicas, Método Picrossírius e 

Método Resorcina-fuccina com oxidação prévia pela oxona, e 

imunoistoquímicas, para colágeno tipo I, tipo III, fibronectina e versican. A 

medida dos elementos estudados foi feita por meio de um sistema de análise 

de imagens que incluía um microscópio, conectado a um computador por 

meio de uma câmera de vídeo. Foi utilizado o software Image pro Plus, 

versão 4.1. Para cada caso, quinze imagens não sobrepostas de cada 

coloração no aumento de 400x foram analisadas. A área de marcação 

positiva dentro do endomísio do músculo cricofaríngeo foi determinada por 

um padrão de cor específico para cada coloração. A área de cada elemento 

da matriz extracelular foi expressa como porcentagem da área total do 

estudada. Os dados foram expressos em medianas e intervalos 

interquartílicos. A correlação entre idade e os diferentes elementos da matriz 

extracelular foi realizada por meio da correlação de Spearman. O teste de 

Mann-Whitney para distribuição não paramétrica foi utilizado para comparar 

as áreas porcentuais e os indivíduos de diferente sexo. Todos os testes 

foram realizados pelo software SPPS versão 13.0 e foi admitido um calor de 

significância com p < 0,05. O colágeno foi o elemento mais abundante dentre 

 xxxix



os estudados. Encontrou-se fibras elásticas longitudinais à fibra muscular, 

finas fibras transversais entre as fibras musculares e espessamento as fibras 

elásticas nos pólos da fibra muscular. Foi encontrada uma grande variação 

no conteúdo de fibronectina e versican entre os casos. Não foi evidenciada 

diferença estatisticamente significativa entre os elementos estudados, o sexo 

e a idade. Os resultados sugerem que a presença e distribuição desses 

elementos são importantes para a função do músculo cricofaríngeo e para a 

manutenção da homeostase. A porcentagem de colágeno encontrada é 

condizente com a característica esfinctérica do músculo e o arranjo de fibras 

elásticas contribui para o comportamento elástico e a capacidade de 

rapidamente reassumir a posição tônica após a abertura durante as 

deglutições. As variações da quantidade de fibronectina e versican, podem 

ser resultante da susceptibilidade a fatores agressores. A ausência de 

alterações com a idade pode significar que o músculo não esteja sujeito às 

mesmas alterações decorrentes da idade que outros músculos esqueléticos.  
 
 
 
Descritores: 1.Esfíncter esofágico superior  2.Colágeno tipo I  3.Colágeno 

tipo III  4.Tecido elástico  5.Fibronectinas  6.Versicanas  7.Imunoistoquímica 
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SUMMARY 

 

Tavares R.A. Histological study of extracellular matrix of 
cricopharyngeus muscle in different ages [thesis]. São Paulo: Faculdade 
de Medicina, Universidade de São 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 I and III 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 

 xli



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 I  3.Collagen type 

III  4.Elastic tissue  5.Fibronections  6.Versicans  7.Imunohistochemistry 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

 A deglutição é um fenômeno complexo, cujo objetivo principal é o 

transporte seguro do alimento da boca ao estômago. Indivíduos normais 

deglutem cerca de 600 vezes por dia – 350 vezes enquanto estão 

acordados, 200 vezes durante as refeições e 50 vezes durante o sono 

(Kahrilas, 1994). Pode ser didaticamente dividida em fase oral, faríngea e 

esofágica (Santoro, 2002). A fase oral é voluntária e corresponde à 

manipulação e propulsão do bolo alimentar em direção à faringe. A 

deflagração do reflexo da deglutição marca o início da fase faríngea e 

involuntária da deglutição, que conta com importantes mecanismos de 

proteção das vias aéreas inferiores. Nesse ponto, a principal barreira que 

evita que o conteúdo oral deglutido ou que o conteúdo gástrico refluído atinja 

a via aérea inferior é o esfíncter esofagiano superior (EES). Alterações 

biomecânicas nessa região podem provocar quebra na eficiência da 

deglutição resultando em disfagia.  

O músculo cricofaríngeo (MCF) é considerado o componente  

principal do EES e é estrutural, bioquímica e mecanicamente diferente da 

musculatura faríngea e esofágica que o circunda. Apresenta características 

únicas: é tonicamente ativo, possui grande capacidade elástica e é 

composto tanto de fibras de contração lenta quanto rápida. Essas 

características o capacitam a manter um tônus basal em repouso e a abrir 

mediante a deglutição da saliva e do bolo alimentar (Sivarao, Goyal, 2000). 
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Esse comportamento elástico do MCF depende não apenas dos elementos 

contráteis musculares, mas também do tecido conjuntivo intramuscular 

(Järvinen, 2002).  

 O tecido conectivo dos músculos esqueléticos é formado por 

fibroblastos e seus produtos de secreção, que constituem seu componente 

principal – a matriz extracelular (Kovanen, 1989). Os componentes principais 

da matriz extracelular são classificados em estruturas fibrilares e não 

fibrilares. As proteínas fibrilares são representadas pelas fibras que 

constituem os sistemas colagênico (fibras colágenas e reticulares) e elástico 

(fibras elásticas maduras, elaunínicas e oxitalânicas). Já o componente não 

fibrilar da matriz extracelular, corresponde à substância fundamental amorfa, 

constituída principalmente pelos proteoglicanos, como o versican, e por 

glicoproteínas, como a fibronectina, além de água de solvatação. 

 Esses elementos conferem à matriz extracelular suas propriedades 

biomecânicas. Deste modo, o versican mantém a hidratação dos tecidos e 

da própria matriz mediante sua ligação com o ácido hialurônico. A 

fibronectina proporciona interação dos componentes da matriz entre si e 

entre as células, e é importante para a organização do citoesqueleto. A 

viscosidade tecidual, a elasticidade e a capacidade de suportar forças 

compressivas são suportadas pelos componentes da substância 

fundamental amorfa e a elastina presente nas fibras do sistema elástico. Por 

sua vez, o componente colagênico é responsável pela resistência às forças 

tênseis.  

No que diz respeito ao MCF, pouco se sabe sobre os aspectos 
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histológicos de sua matriz extracelular. Desconhecemos estudos que 

descrevam e quantifiquem componentes específicos da matriz extracelular 

na musculatura da transição faringoesofágica, notadamente na porção 

horizontal do MCF – principal componente do EES, bem como se existem 

alterações entre os sexos ou decorrentes do envelhecimento. 

A grande maioria dos estudos histológicos realizados no MCF dá 

destaque ao tecido muscular por meio da utilização de colorações 

histoquímicas específicas para este tecido. Quando esses estudos abordam 

a matriz extracelular, quantificam-na apenas por exclusão do tecido 

muscular ou por colorações apenas para colágeno e que são 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). 

Não temos conhecimento do uso de colorações histoquímicas ou 

imunoistoquímicas para a quantificação do colágeno total, seus subtipos I e 

III, das fibras elásticas, da fibronectina e do versican no endomísio da porção 

horizontal do MCF, e, se existirem, quais são as variações de seu conteúdo 

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

 

 Tendo em vista a escassez de trabalhos na literatura sobre a 

composição da matriz extracelular do MCF e a importância desse 

conhecimento para a melhor compreensão da biomecânica da deglutição, os 

objetivos desse estudo são: 

 

Objetivo Principal: 

Avaliar a área porcentual do colágeno total, das fibras elásticas, do 

colágeno tipo I, tipo III, da fibronectina e do versican no endomísio do MCF. 

 

Objetivo Secundário:  

Verificar possíveis diferenças quantitativas em relação ao sexo e à 

idade nesses constituintes.  

 

Para atingir esses objetivos estudamos fibras colágenas e elásticas 

por colorações histoquímicas e mais especificamente as isoformas I e III do 

colágeno, o versican e a fibronectina por imunohistoquímica. A quantificação 

desses elementos foi realizada por histomorfometria, utilizando-se um 

sistema de análise e processamento de imagens. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA  

 

 

3.1 A transição faringoesofágica e o músculo cricofaríngeo  

 

 Como todos os esfíncteres do trato gastrointestinal, o EES separa 

dois segmentos funcionais (Hila et al., 2001). Fisiologicamente, é definido 

como uma zona de alta pressão intraluminal que separa a pressão 

atmosférica da faringe da pressão subatmosférica do esôfago. Também 

denominada de transição faringoesofágica (TFE), essa região corresponde 

às fibras do esôfago cervical e ao do músculo constritor inferior da faringe 

(CIF), formado pelos músculos tireoreofaríngeo (TF) e cricofaríngeo (CF) 

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

 

3.1.1 Anatomia do músculo cricofaríngeo  

A parede da faringe é composta principalmente por duas camadas 

musculares. Uma camada interna, longitudinal, e uma camada externa, 

circular que compreende três músculos constrictores, o constrictor superior, 

o médio e o inferior. O músculo CIF tem origem na linha oblíqua da 

cartilagem tireóide e na face lateral da cartilagem cricóide (Figura 1). Sua 

porção superior, ou parte tireofaríngea, origina-se na cartilagem tireóide e 

segue em sentido oblíquo e superior até se inserir na linha média posterior 

ou rafe fibrosa da faringe. Abaixo dele, e com menor espessura, identificam-

se dois outros fascículos musculares, que compõem a porção inferior do CIF 
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ou parte cricofaríngea. O primeiro fascículo origina-se, bilateralmente, na 

borda lateral da cartilagem cricóide e se dirige em sentido posterior e 

superior até se encontrar com o fascículo oposto, constituindo a porção 

transversa ou superior do músculo cricofaríngeo. O outro fascículo, ímpar, 

origina-se dos dois lados, na borda posterolateral da cartilagem cricóide, e 

constitui a porção horizontal ou inferior do MCF (Gardner, 1988; Costa, 

2003). Esta porção tem comprimento aproximado de 2,5cm e extensão 

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

 

Figura 1 – Representação  esquemática  da transição faringoesofágica 
(visão lateral). CIF= músculo constrictor inferior da faringe, CFo 
= porção oblíqua do músculo cricofaríngeo, CFh = porção 
horizontal do músculo cricofaríngeo, EC = esôfago cervical, CT = 
músculo cricotireóideo, CC = cartilagem cricóide, T = traquéia 
(Modificado de Mu, 2001) 
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A porção horizontal do músculo cricofaríngeo é clinica e 

radiologicamente conhecida como “músculo cricofaríngeo” (Goyal et al., 

1993). A primeira citação como entidade anatômica distinta foi feita por 

Valsalva, em 1717 (apud Lerche, 1950), mas o primeiro reconhecimento de 

sua função como esfíncter só ocorreu graças a estudos realizados por 

Home, em 1823 (apud Kirchner, 1958).  

O MCF, embora não possua rafe mediana, é inervado bilateralmente 

e cada metade funciona como unidade motora distinta. A inervação motora, 

em sua porção inferior, é dada pelo nervo laríngeo inferior. A porção superior 

é inervada plexo faríngeo, formado pelo ramo faríngeo do nervo vago, pelo 

nervo laríngeo superior e pelo nervo glossofaríngeo. A inervação sensorial é 

transmitida pelo nervo glossofaríngeo e pelo nervo laríngeo superior. O 

controle central é, principalmente, ipsilateral (>95%) e se processa no núcleo 

ambíguo da medula espinhal (Mu, Sanders, 1996; Sanders, Mu, 1998; 

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

 

3.1.2 Fisiologia do músculo cricofaríngeo  

O EES atua como barreira entre a faringe e o esôfago, mantendo 

fechada essa região e abrindo-a fasicamente, durante alguns estados 

fisiológicos. Dessa forma, coordena a progressão de alimentos da faringe 

para o esôfago, previne a aerofagia e o refluxo de conteúdos esofageanos 

para a faringe e os pulmões (Lang, 1997). 

No EES, as pressões basais de repouso em indivíduos normais vão 

de 35 mmHg a 200mmHg (Goyal, Sivarao, 1999), e são diminuídas no sono, 
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na infância e em idosos (Fulp et al., 1990; Goyal, Sivarao, 1999). Um 

aumento reflexo na pressão do esfíncter ocorre com a estimulação faríngea, 

com a distensão esofágica e com a infusão de ácido no esôfago, ou seja, 

sempre no sentido de proteger a região da entrada inadvertida de material 

estranho (Goyal, Sivarao, 1999). 

Costa (2003) e Goyal et al. (1993) acreditam que a manutenção da 

pressão basal dessa região se deve à ação de pinça exercida pela relação 

entre a coluna cervical (quinta e sexta vértebras cervicais) e a laringe 

(cartilagem cricóide). Isso justificaria a assimetria das pressões dentro da 

região, pois a pressão anteroposterior é três vezes maior que a pressão 

laterolateral (Kahrilas et al., 1994).  

A abertura da TFE ocorre por meio de três mecanismos que atuam de 

forma conjugada: a) o relaxamento do MCF; b) o efeito da complacência do 

componente muscular; e c) a tração da musculatura supra-hióidea. 

Anormalidades em um desses mecanismos causam diminuição da abertura 

da TFE durante a deglutição e incompleto clareamento do volume faríngeo 

deglutido, o que pode levar a aspiração pulmonar. Isso se torna ainda mais 

preocupante em idosos, porquanto apresentam, também, sensibilidade 

faringolaríngea reduzida.  (Staff, Shaker, 2001).  

 

3.1.3 Histologia do músculo cricofaríngeo 

O MCF é composto por fibras musculares estriadas de tamanho 

variável, com diâmetro de 25µm a 35µm. É formado tanto por fibras lentas 

(tipo I, oxidativas) como por fibras rápidas (tipo II, glicolíticas), porém com 
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uma predominância de fibras lentas (mais de 80%). A presença dos dois 

tipos de fibras capacita o músculo a manter um tônus basal constante e 

rapidamente relaxar em resposta a deglutição ou eructação (Sivarao, Goyal, 

2000).  

Existem poucos estudos sobre a histologia do MCF e nestes se 

observa uma abordagem quase exclusiva à 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 núcleo 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 autópsias. Encontraram grande variação 

no tamanho das fibras musculares e grande quantidade de tecido conectivo 

endomisial entre os agrupamentos de músculo. Concluem que as fibras 

musculares se inserem numa trama de tecido conectivo.  

 Asoh e Goyal (1978) sugerem que essa trama de tecido conectivo 

seja responsável pela pequena pressão intraluminal residual (10mmHg) que 

se segue à secção do nervo motor do MCF em marsupiais. Goyal et al. 

(1993) afirma que essa pressão residual pode ser resultante de forças 

elásticas passivas que atuam sobre a parede do esfíncter. A presença dessa 

trama de suporte proporcionaria o mecanismo pelo qual o músculo se 

manteria tonicamente contraído e firmemente ancorado. A grande 

quantidade de tecido conectivo observada é compatível com a orientação 

circunferencial das fibras e a característica esfinctérica do músculo 

(Laurikainen et al., 1992). 
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Alguns estudos sobre disfagia ou disfunção idiopática do cricofaríngeo 

(DIC) auxiliam o entendimento sobre o músculo, porque ainda hoje se dispõe 

de poucas informações sobre a sua estrutura normal. É difícil determinar 

dentre as características histológicas observadas no MCF quais são normais 

e quais são decorrentes de doenças propriamente ditas ou mesmo do 

processo de senescência. Além disso, o referido músculo guarda 

características histológicas distintas de outros músculos 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, alterações em fibras musculares 

(degeneração e regeneração), aumento da quantidade colágeno e infiltrado 

inflamatório crônico inespecífico. Acredita que essas alterações musculares 

sejam decorrentes do desgaste natural pelo ato de deglutir ao longo da vida.  

Hanna e Henderson (1980) avaliam alterações histológicas em 

pacientes com DIC submetidos à miotomia. Observam as alterações ultra-

estruturais seguintes: mitocôndrias aberrantes, aumento do glicogênio, 

inclusões lipídicas, fagolisossomos e bastonentes de nemalina. Os autores 

acreditam que essas alterações possam ser secundárias à doença do 

refluxo gatroesofágico crônico.  

 Laurikainen et al. (1992), num trabalho sujeito a críticas 

metodológicas e estatísticas, estudam o MCF por microscopia eletrônica e 

histoquímica enzimática. Eles observam que a quantidade de tecido fibroso 

endomisial aumenta com a idade e é maior no MCF quando comparada a 
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outros músculos esqueléticos. Os autores acreditam que essas alterações 

sejam decorrentes da característica excepcional do MCF de se manter 

contraído, a maior parte do tempo, e apenas temporariamente relaxado 

durante a deglutição. Além disso, o músculo é diretamente exposto a 

estresse físico e químico por causa de alimentos quentes e bebidas 

alcoólicas. 

A prevalência de alterações do MCF, aparentemente, aumenta com a 

idade e tem sido observada em doenças neurológicas, particularmente na 

distrofia muscular oculofaríngea, em doenças de neurônio motor e em 

miopatias inflamatórias. Em 1990, Kristmundsdottir et al. conduzem um 

estudo sobre as características histopatológicas e histomorfométricas do 

MCF em pacientes sadios e portadores de doenças do neurônio motor. 

Observam grande quantidade de tecido conectivo endomisial e perimisial, 

com numerosas fibras elásticas e depósitos gordurosos. Verificam, ainda, 

que nos sujeitos normais, a média de componentes não musculares varia de 

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

 

 

3.2 Ação do envelhecimento e do sexo 

 

3.2.1 Sobre a deglutição 

 Muitas alterações que comprometem a eficiência da deglutição 

orofaríngea ocorrem com o envelhecimento. Algumas delas são decorrentes 

do efeito direto da senescência, outras de doenças associadas e mesmo de 
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medicações utilizadas no tratamento dessas doenças. Sabe-se que as 

alterações na deglutição, decorrentes do envelhecimento, atingem o sistema 

aferente, o controle central e o sistema eferente (McComas et al., 1973), e 

alteram todas as fases da deglutição orofaríngea.  

A maioria dos autores concorda que, com o avanço da idade, a 

capacidade de abertura do MCF diminui (Cook, 1993). Dejaeger et al. (1994) 

verificam que os idosos apresentam, com maior freqüência, incompleto 

relaxamento do EES e estase salivar de bário líquido em valéculas e seios 

piriformes, após as deglutições. Achados semelhantes foram encontrados 

por Shaw et. al (1995). Estes últimos verificam significativa diminuição da 

abertura do EES e concluem que a incapacidade do EES envelhecido em 

distender, durante a passagem de o bolo alimentar, é compatível com a 

diminuição da complacência muscular advinda da idade.  

McKee et al. (1998) avaliam a influência do sexo e da idade na onda 

de pressão faríngea. Os resultados indicam que a idade está diretamente 

associada a uma redução da resposta da faringe na deglutição, diminuição 

da abertura do EES e redução em sua pressão de repouso. Esse estudo não 

estabelece um padrão de diferença em relação ao sexo.  

Contrariando os achados anteriores, Robbins et al. (1992) não 

encontram diferenças significativas dos valores de pressão do EES em 

diferente grupos etários. Eles estudam o efeito do envelhecimento normal na 

deglutição orofaríngea num grupo de indivíduos de diferentes sexos e 

idades, simultaneamente, por videofluoroscopia e manometria. Verificam que 

idosos apresentam um tempo total aumentado de deglutição orofaríngea e 
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maior duração na abertura do EES.  

 

3.2.2 Sobre o tecido muscular esquelético e sua matriz extracelular 

 Alterações desfavoráveis ocorrem no músculo esquelético com a 

senescência. O processo do envelhecimento é acompanhado pela 

diminuição da função muscular decorrente da perda da massa, da 

capacidade de estiramento e da força do músculo (Chow et al., 2005; Volpi 

et al., 2004).  

Estudos em autópsia sobre a composição de fibras musculares no 

músculo vasto lateral mostram perda de fibras musculares a partir da quarta 

década de vida, preferencialmente de fibras tipo II (Lexel et al., 1988; 

Kovanen, 1989). Não obstante, a massa muscular não é o único 

determinante da função muscular. Segundo MacClenna et al. (1980), parte 

das alterações musculares que ocorrem com o envelhecimento pode ser 

decorrente da substituição do tecido muscular por tecido conjuntivo. Os 

componentes do tecido conjuntivo mudam com a idade e exercem influência 

sobre comportamento celular (Labat-Robert et al., 2000).  

Tanto o envelhecimento quanto o tipo de atividade física levam a 

alterações quantitativas e qualitativas nas propriedades do tecido conjuntivo 

em órgãos (Kovanen, 1989). A biossíntese de colágeno, por exemplo, 

diminui com uma atividade muscular menor porque depende do equilíbrio 

entre produção e consumo de proteínas (Takala, Virtanen, 2000).  

 O MCF mantém-se tonicamente contraído, exceto nos episódios de 

deglutição, vômito e eructação. Por apresentar essa alta taxa de atividade 
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obrigatória, à semelhança da musculatura respiratória, no MCF as alterações 

decorrentes do desuso são praticamente eliminadas e os efeitos decorrentes 

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

 

 

3.3 O tecido conjuntivo 

 

3.3.1 Aspectos gerais 

 Os tecidos conjuntivos são estruturas biológicas complexas formadas 

por uma variedade de componentes químicos distintos e contêm células 

próprias (fibroblastos, osteoclastos e condrócitos) e células relacionadas 

com a função imunológica (polimorfonucleares, macrófagos e mastócitos), 

vasos sangüíneos, nervos, além de seu principal e mais abundante 

componente, a matriz extracelular (Parry, Craig, 1988). 

 Nas últimas décadas, o conhecimento sobre a biologia molecular da 

matriz extracelular tem aumentado exponencialmente. Para propósitos 

didáticos, as macromoléculas isoladas de tecidos conectivos de diferentes 

espécies animais, desde invertebrados a humanos, podem ser divididas em 

quatro grandes categorias: a) colágenos; b) elastinas; c) proteoglicanos; e, 

d) glicoproteínas. As duas primeiras famílias formam o arcabouço fibroso, 

enquanto os proteoglicanos e glicoproteínas preenchem os espaços 

intersticiais (Lobat-Robert, 1990).  

 Além de fornecer suporte estrutural para os tecidos, a matriz 

extracelular é meio pelo qual transitam informações entre as células, que por 
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sua vez são responsáveis por processos como morfogênese, diferenciação e 

migração celulares, reparo e fibrose tecidual. As diversas concentrações e 

associações dos componentes da matriz extracelular resultam em 

adaptações específicas para determinados órgãos, permitindo a manutenção 

da homeostase, diferenciações celulares em cada estágio da vida e 

adaptações frente a diferentes estímulos (Montes, 1996).  

 

3.3.2 O sistema de fibras colágenas 

 O termo colágeno refere-se a uma família de proteínas fibrosas 

encontradas em todos os animais multicelulares. É a mais abundante 

proteína fibrosa extracelular dos seres humanos, formando cerca de 25% de 

todas as suas proteínas (Takala, Virtanen, 2000) e um a 9% da massa não 

gordurosa do músculo esquelético (Kovanen, 1989; Sousa, 2002).  

 A principal característica da molécula de colágeno típica é a estrutura 

longa e rígida em tripla fita helicoidal na qual, três cadeias peptídicas de 

colágeno, chamadas cadeias α, estão enroladas entre si (Alberts et al., 

2002). Essas moléculas podem agrupar-se em polímeros ordenados 

chamados fibrilas de colágenos, que por sua vez podem se agrupar em 

fibras mais grossas, as fibras colágenas. 

 As moléculas de colágeno são sintetizadas no retículo 

endoplasmático rugoso. Seguem para o aparelho de Golgi, onde sofrem 

modificações, incluindo a hidroxilação dos resíduos de prolina e lisina, para 

formar, respectivamente, a hidroxiprolina e a hidroxilisina, e a glicosilação 

enzimática da hidroxilisina. A hidroxilação da prolina é essencial para a 
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estabilidade térmica da tripla hélice. A hidroxilação da lisina proporciona 

substrato para a sua posterior glicosilação e formação de ligações cruzadas 

estáveis, importantes para a aquisição da força tênsil do tecido. (Michelacci, 

2003)   

Os produtos dessas reações químicas são, então, secretados no 

espaço extracelular com extensões carboxila e amina terminais que 

constituem uma molécula chamada procolágeno. Após a exocitose, 

procolágeno peptidases removem as extensões carboxila e amina terminais. 

A proteína resultante é chamada tropocolágeno, que se polimeriza em 

filamentos longos no meio extracelular. Essas moléculas sofrem oxidações 

pela ação da lisil oxidase, originando aldeídos nas porções terminais e nas 

porções helicoidais da molécula. Esses aldeídos formam ligações covalentes 

intra- e intermoleculares entre as cadeias α, permitindo a formação de 

múltiplas ligações cruzadas entre as moléculas de colágeno, levando à 

formação de fibras estáveis (Melo, 2004).  

 A concentração de colágeno, presente no espaço extracelular, é 

controlada antes e após a sua secreção. A renovação do colágeno 

intracelular – o procolágeno – é dependente da relação entre a síntese e a 

taxa de degradação. No espaço extracelular, a tripla hélice de colágeno é 

fragmentada pela ação das metaloproteinases (MMPs), ou colagenases, e 

esses fragmentos são degradados por proteinases. As MMPs são uma 

família de endopeptidases que, coletivamente, são capazes de degradar 

todos os componentes da matriz (Kovanen, 2002).  

Estruturalmente, existem três componentes na trama colagenosa do 
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músculo esquelético. O epimísio é o tecido conectivo que circunda todo o 

músculo, o perimísio circunda grupos de células musculares e o endomísio 

circunda, individualmente, cada miócito (Salonen et al., 1985; Souza, 2002).  

No músculo esquelético, o colágeno se apresenta, principalmente, em 

três formas fibrilares: I, III e V, e uma forma não fibrilar, o colágeno tipo IV. 

Os colágenos do tipo I e III são os mais abundantes. Segundo Kurosu 

(1979), o tipo I corresponde a 80% e o tipo III a 19%, além disso, colágenos 

tipos II, XI, XIII, XIV, XV e XVIII também têm sido encontrados no músculo 

esquelético e o colágeno tipo VI no músculo cardíaco (Takala, Virtanen, 

2000).  

 O colágeno tipo I é o mais comum em todos os tecidos, não apenas 

no músculo esquelético. Constitui 90% do colágeno no organismo e forma 

fibras colágenas no osso, dentina, cemento, tendões, fáscias, cápsulas de 

órgãos, ligamentos e na região profunda da derme. Sua principal função é 

proporcionar resistência à tensão, graças à suas grossas fibras densamente 

empacotadas e de diâmetro heterogêneo (50nm a 60nm) (Montes, 1996; 

Souza, 2002).  

O colágeno tipo III, geralmente co-distribuído com o colágeno tipo I, 

está presente em órgãos e tecidos que precisam de arcabouço estrutural 

variável, como a região superficial da pele, a camada média dos vasos 

sangüíneos, a mucosa dos órgãos do trato digestório, respiratório e 

reprodutor e em órgãos parenquimatosos. Durante os processos de reparo e 

nas fibroses em geral, o colágeno tipo III é o primeiro a ser depositado, e 

posteriormente é substituído pelo tipo I nas regiões sujeitas às grandes 



Revisão de Literatura 
 

61

forças de tensão. O colágeno tipo III forma fibrilas de 35nm a 55nm de 

diâmetro, frouxamente empacotadas, com grande quantidade de substância 

amorfa entre si, e forma fibras frouxas e flexíveis de 0,5µm a 2µm de 

diâmetro conhecidas como fibras reticulares (Montes, 1996).  

O colágeno é um material resistente, com grande força tênsil. Essa 

característica depende de muitos fatores, incluindo sua concentração no 

tecido, seu alinhamento espacial, o diâmetro das fibras e dos tipos de 

colágeno (Souza, 2002). As diferentes propriedades dos diferentes tipos de 

colágeno, dentro do músculo esquelético, capacitam cada um a 

desempenhar uma função específica (Kovanen et al., 1987).  

 

3.3.2.1  Métodos histológicos para o estudo do colágeno 

 Existem diversos métodos histológicos para a detecção do colágeno 

nos tecidos (Montes, Junqueira, 1991), dentre eles, o método Picrossírius e 

a imunohistoquímica contribuíram significativamente para uma melhor 

compreensão da função e patologia do colágeno.  

 As colorações tricromo pelos métodos Mallory, Masson e van Giesen, 

embora bastante utilizadas no passado, não são os métodos ideais para a 

detecção de colágeno, pois não identificam fibras reticulares (colágeno tipo 

III), nem o colágeno das membranas basais (colágeno tipo IV) (Montes, 

1996). 

O método Picrossírius baseia-se na coloração tecidual por um corante 

ácido, o Sirius Red. As moléculas de colágeno, que são ricas em 

aminoácidos básicos, reagem fortemente com corantes ácidos como o Sirius 
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Red. Além desta forte reação, a molécula deste corante é longa e promove 

intensificação da birrefringência natural do colágeno, pelo fato de muitas das 

moléculas do corante se alinharem paralelamente ao eixo longitudinal de 

cada molécula de colágeno (Montes, Junqueira, 1991). Por essa técnica, o 

colágeno adquire uniformemente a cor vermelha, tornando possível definir 

sua distribuição.  

Os métodos imunohistoquímicos, usando anticorpos específicos, têm 

sido utilizados para determinar os tipos de colágeno presentes na matriz 

extracelular (Souza, 2002) e fornecem quantificações mais fidedignas, e 

baseiam-se numa reação antígeno-anticorpo. Para a identificação de uma 

proteína (antígeno) específica, seu determinado anticorpo reconhecerá seu 

domínio levando a reação positiva final à coloração acastanhada.  

 

3.3.2.2 Ação do envelhecimento sobre o sistema de fibras colágenas  

Alterações relacionadas com a idade, na distribuição das fibras 

colágenas em diversos órgãos, têm sido estudadas de modo amplo e 

apresentam resultados conflitantes. No entanto, a maioria dos autores 

concorda que essas alterações estão muito mais relacionadas ao estado de 

agregação da molécula e à organização tecidual das fibras de colágeno do 

que às alterações quantitativas.  

Segundo Sousa (2002), o colágeno em muitos órgãos incluindo 

tendões, músculos e pulmões, sofre alterações tanto quantitativas como 

qualitativas com o avançar da idade. Em muitos tecidos ocorre um aumento 

na quantidade de colágeno total, sua solubilidade à temperatura de 65° C 
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diminui e a estabilidade da estrutura aumenta. Isto resulta do aumento das 

ligações cruzadas entre suas moléculas, tornando-o mais estável, rígido e 

resistente às colagenases.  

De acordo com Mohan e Radha (1980) e Alnaqeeb (1984) a 

quantidade de colágeno aumenta muito com a idade. O aumento na 

concentração de colágeno intramuscular ocorre no endomísio e no perimísio, 

tanto em músculos lentos quanto em músculos de contração rápida.  

Dantas (2009) estuda a matriz extracelular do músculo constrictor 

superior da faringe em indivíduos com Síndrome da Apnéia Obstrutiva do 

Sono por meio de histomorfometria utilizando um sistema de análise e 

processamento de imagens, e encontra uma correlação positiva significante 

entre a idade e o colágeno tipo I, e uma correlação negativa entre a idade e 

o colágeno tipo III no músculo constrictor superior da faringe. 

Apesar das evidências observadas em diversos experimentos, Haus 

et al. (2007) acreditam que as variações na quantidade de colágenos nos 

tecidos ao longo da vida, e que a idade não tem efeito na concentração de 

colágeno intramuscular. Os pesquisadores constatam que tanto a 

concentração de colágeno endomisial quanto as ligações cruzadas 

mediadas enzimaticamente são pouco afetadas pela idade. No entanto, as 

ligações cruzadas não enzimaticamente mediadas estão aumentadas nos 

músculos de indivíduos idosos.  

 

3.3.3 O sistema de fibras elásticas 

 Nos animais vertebrados a propriedade elástica resulta de uma  
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estrutura complexa e rica em proteínas, presente no tecido conjuntivo de 

diferentes órgãos. Esta estrutura, denominada fibra elástica, forma na matriz 

extracelular uma rede que permite que determinados tecidos sofram 

expansão e retração sem lesão tecidual ou gasto de energia (Rosenbloom et 

al., 1993).  

 As fibras elásticas podem ser encontradas nos pulmões (Mauad et al., 

1996), na pele (Cotta-Pereira et al., 1976), no músculo esquelético 

(Rodrigues, Rodrigues Júnior, 2000), no músculo liso das artérias (Kielty, 

2002), no músculo cardíaco (Carvalho Filho et al., 1996) e em outros órgãos. 

Elas são compostas por duas macromoléculas distintas: um componente 

amorfo, mais abundante e caracterizado pela elastina, e outro, microfibrilar, 

caracterizado pela fibrilina (Carvalho, 2001).  

 A elastina é uma proteína extremamente hidrofóbica que, como o 

colágeno, é rica em prolina e em glicina não glicosidada. A elastina contém 

também alguma hidroxiprolina, é desprovida de hidroxilisina (Alberts, 2002), 

extremamente resistente à dissolução, estável em condições fisiológicas e 

permanece nos tecidos por todo o tempo de vida do organismo (Shapiro et 

al., 1991).  

 Durante a elastogênese, a elastina é secretada para o meio 

extracelular em sua forma monomérica, a tropoelastina. Esse processo é 

mediado por um receptor de superfície, a proteína de ligação da elastina 

(Merrilees et al., 2008). Uma vez no espaço extracelular, e próximo à 

membrana plasmática, as moléculas de tropoelastina se polimerizam, por 

meio de ligações cruzadas entre os resíduos de lisina, catalisadas pela lisil  



Revisão de Literatura 
 

65

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

 A fibrilina é uma glicoproteína que apresenta como característica 

marcante um grande número de resíduos de cistina. Estes resíduos estão 

envolvidos na formação de pontes dissulfeto que estabilizam a molécula, 

criando uma conformação ideal para a formação das microfibrilas. Além das 

pontes dissulfeto, existem ligações cruzadas entre resíduos de ácido 

glutâmico que tornam as microfibrilas extremamente insolúveis (Carvalho, 

2001).  

As microfibrilas são lançadas no meio extracelular por fibroblastos, 

por células mesenquimais e por outras células e servem de arcabouço para 

a deposição de elastina (Ross, 1973). São geneticamente designadas para 

manter sua função ao longo da vida, entretanto, MMPs chamadas elastases 

e proteases séricas são capazes de degradá-las (Kielty, 2002). 

 Elastina e fibras elásticas são termos diferentes. A fibra elástica é a 

estrutura complexa encontrada na matriz extracelular que contém elastina, 

proteínas microfibrilares, lisil-oxigenase e proteoglicanos. Já a elastina é a 

proteína predominante em uma fibra elástica madura, sendo responsável por 

sua propriedade mecânica característica de recolhimento elástico (Nita, 

2008). 

 O sistema de fibras elásticas é formado por três tipos de fibras. O 

primeiro componente formado é a fibra oxitalânica, composta por 

microfibrilas sintetizadas e secretadas no meio extracelular. Estas 

microfibrilas estão dispostas em feixes paralelos, indicando a direção e a 

forma da futura fibra elástica (Rosenbloom et al., 1993). Em seguida, 
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pequena quantidade de substância amorfa, a elastina, é aderida, formando o 

segundo componente do sistema elástico: a fibra elaunínica. Com a adição 

de maior quantidade de elastina (que pode chegar a 90%) a fibra torna-se 

espessa e forma-se a fibra elástica madura. A presença dos três 

componentes do sistema de fibras elásticas nos tecidos indica uma 

elastogênese normal (Pecora et al., 2001). 

A elasticidade tecidual é primariamente dependente da quantidade de 

fibras elásticas maduras e elaunínicas, enquanto a resistência tecidual é 

dada pelas fibras oxitalânicas (Rodrigues, Rodrigues Júnior, 2000). A 

quantidade dos três tipos varia entre os diferentes tecidos e parece 

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

 

3.3.3.1 Métodos histológicos para o estudo das fibras elásticas 

 Várias colorações podem ser aplicadas para o estudo das fibras 

elásticas. O método da hematoxilina-férrica ou Verhoeff reconhece apenas 

fibras elásticas maduras (que possuem grandes quantidades de elastina) e 

não é adequado para a identificação das fibras elaunínicas e as oxitalânicas. 

A coloração resorcina–fucsina de Weigert é mais sensível e também cora as 

fibras elaunínicas, além das elásticas maduras. Quando acrescido do 

processo de oxidação pela oxona (Resorcina-fucsina oxidada), esta última 

coloração é capaz de identificar também as fibras oxitalânicas (Rodrigues, 

1994; Montes, 1996).  

 

3.3.3.2 Ação do envelhecimento sobre o sistema de fibras elásticas 

 Segundo Kielty et al. (2002) a perda da elasticidade por alterações 
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degenerativas é o principal fator para o envelhecimento do tecido conectivo, 

e pode resultar no desenvolvimento de aneurismas aórticos, de enfisema 

pulmonar e de alterações na pele decorrentes da exposição solar. 

Sabe-se que a elasticidade característica das fibras elásticas maduras 

é graças, em parte, às interações hidrofóbicas que estabilizam sua estrutura. 

Isso explica também a grande afinidade para lípides e cálcio. A deposição 

desses elementos nas fibras elásticas maduras, durante o envelhecimento, e 

a arteriosclerose leva à perda da elasticidade dos vasos (Labat-Robert et al., 

1990).  

Rodrigues e Rodrigues Júnior (2000) estudam as alterações 

relacionadas ao envelhecimento no sistema de fibras elásticas dos músculos 

diafragma e reto abdominal de ratos de diferentes idades. Constatam que a 

densidade das fibras elásticas maduras e elaunínicas aumenta 

progressivamente com a idade enquanto a das fibras oxitalânicas diminui. 

No entanto, apesar de possuírem maior densidade, as fibras maduras e 

elaunínicas apresentam uma arquitetura distorcida que se traduz em feixes 

espessos, tortuosos e fragmentados. Essas alterações causam diminuição 

da elasticidade original do tecido muscular.  

 Carvalho Filho et al. (1996) estudam fibras elásticas maduras pelo 

método de Vehoeff em músculos cardíacos de indivíduos com idades 

diferentes e percebem que a extensão e a espessura das fibras se mantêm 

constantes desde o nascimento até a idade adulta, e aumentam apenas 

após a terceira década de vida. Os autores acreditam que essas alterações 

podem resultar na diminuição da elasticidade e na perda da pressão de  
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recolhimento elástico ventricular com o avanço da idade.  

 

3.3.4  A fibronectina 

 A matriz extracelular contém diversas proteínas não colagenosas que 

tipicamente apresentam múltiplos domínios, cada um deles com sítios de 

ligação específicos para macromoléculas da matriz e para receptores da 

superfície celular. Essas proteínas contribuem para a organização da matriz 

extracelular bem como para a adesão celular, além de guiarem o movimento 

das células durante o desenvolvimento tecidual, seja atraindo-as ou 

afastando-as. Essa classe de proteínas é vital para a homeostase dos 

tecidos e seu primeiro componente a ser descrito foi a fibronectina (Alberts 

et al., 2002). 

A fibronectina é uma glicoproteína que tem sido implicada em vários 

processos celulares, principalmente os que envolvem interações de células 

com materiais extracelulares, como adesão celular, organização do 

citoesqueleto, migração, diferenciação, transformação oncogênica e 

homeostase. É 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 estão unidas entre si por pontes dissulfeto (Hynes, 

Yamada, 1982).  

A proteína 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 plasmática e solúvel e 
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outra menos solúvel, no tecido conectivo frouxo (Hynes, Yamada, 1982). No 

tecido conectivo do músculo esquelético, a fibronectina pode ser identificada 

como uma fina e contínua camada no endomísio, perimísio e epimísio 

(Salonen et al. 1985). Uma característica importante da fibronectina é sua 

capacidade de interagir com uma ampla variedade de macromoléculas e, em 

virtude de sua alta afinidade com o colágeno, encontra-se codistribuída a 

ele.   

 Foidart et al. (1981) estudam, por imunofluorecência, a distribuição 

dos colágenos tipo I a IV, do pró-colágeno tipo I e III e da fibronectina em 

músculo esquelético de indivíduos sadios e indivíduos com dermatomiosite e 

polimiosite. Verificam que nos indivíduos sadios, os colágenos tipo I e III, 

seus procolágenos e a fibronectina encontram-se no endomísio e perimísio. 

Nos pacientes com miopatias ocorre aumento da fibrose endomisial e 

perimisial, e acúmulo do colágeno tipo I, tipo III e da fibronectina.  

Salonen et al. (1985) avaliam a distribuição do colágeno tipo I, III, V e 

fibronectina por imunofluorescência em músculo esquelético de ratos após 

denervação. Observam um aumento dos colágenos tipos I, III e da 

fibronectina no endomísio e no perimísio, e sugerem que a atrofia por 

denervação em músculos é acompanhada por alterações fibróticas.  

Gulati et al. (1982) investigam possíveis alterações da fibronectina 

durante a regeneração muscular induzida por autotransplante. Por meio da 

imunofluorescência indireta, verificam que no músculo esquelético de ratos 

sadios, a fibronectina é encontrada no endomísio e é ausente no sarcolema. 

Após o autotransplante observam uma diminuição da fibronectina endomisial  
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e um aumento da fibronectina sarcoplasmática.  

Como a fibronectina desempenha papel importante nas interações 

célula-matriz, o aumento de sua produção com a idade pode causar 

alterações teciduais (Robert, Labat-Robert, 2000).  

Boyer et al. (1991) estudam culturas de pele de ratos de diferentes 

idades a fim de avaliar as alterações dependentes da idade na biossíntese 

da fibronectina e dos colágenos fibrosos, tipos I e III. Constatam que a 

biossíntese da fibronectina e colágeno tipo III aumenta progressivamente 

com a idade. Sugerem, assim, que a expressão dos genes que codificam as 

macromoléculas da matriz sofre regulação dependente da idade, e que esta 

regulação é diferente para as diferentes macromoléculas.  

Delpuech et al. (1988) avaliam a influência do sexo e da idade na 

concentração de fibronectina plasmática. Verificam forte correlação entre 

idade e níveis séricos de fibronectina, observando a duplicação da 

concentração ao longo da vida. Em mulheres detectam um aumento linear e 

em homens exponencial.  

 

3.3.5 O versican 

Proteoglicanos são estruturas moleculares compostas por ao menos 

uma cadeia de glicosaminoglicanos ligada covalentemente a uma cadeia 

central de proteína (Ruoslahti, 1988).  

Glicosaminoglicanos são carboidratos formados por uma estrutura 

dissacarídica básica e repetitiva, possuem cadeias lineares de comprimento 

variável e apresentam cargas negativas em razão da presença de radicais 
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carboxílicos ou carboxílicos sulfatados. A presença dessas cargas garante a 

essas moléculas grande parte de suas características funcionais, como a 

associação a uma grande quantidade de cátions livres retendo assim água 

nos tecidos, interagindo com outros componentes da matriz extracelular e 

com fatores de crescimento (Carvalho et al., 2001). A proteína central 

também apresenta domínios que permitem a interação com outros açúcares 

(como o ácido hialurônico), com proteínas diversas (como colágeno) e com 

as membranas celulares.  

Os proteoglicanos estão relacionados com uma grande variedade de 

processos metabólicos celulares tais como: a adesão celular, a migração 

celular, a regulação de fatores teciduais de crescimento, a regulação de 

fatores imunológicos, a ligação com proteínas plasmáticas e o controle de 

trombogênese (MacCarthy et al., 1989). Regulam ainda a fibrilogênese do 

colágeno e das fibras elásticas (Yoon, Halper, 2005; Merrillees, 2008)  

Os proteoglicanos podem ser classificados de acordo com os tipos de 

glicosaminoglicanos, que são divididos em vários grupos: keratan sulfato, 

condroitin sulfato, dermatan sulfato, heparan sulfato. O ácido hialurônico 

difere das outras glicosaminoglicanos porque não possui ligação covalente 

com a proteína (Lander et al., 1993).  

O versican pertence à família condroitin sulfato e esse nome remete à 

grande diversidade de ações biológicas dessa molécula. Como o agrecan, o 

neurocan e o brevican, são compostos formados por uma proteína central 

com domínios globulares e glicosaminoglicanos com domínios condroitin 

sulfatos. Um desses domínios reconhece e liga-se especificamente ao ácido 
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hialurônico, com alta afinidade, retendo assim água nos tecidos e mantendo 

a matriz extracelular hidratada. Esses agregados podem modular a adesão, 

a migração e a proliferação 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 está presente no tecido conectivo de vários órgãos, 

freqüentemente associados à trama de fibras elásticas, colágenas e também 

à fibronectina. Apresenta expressão fisiológica no músculo liso, nas 

cartilagens fibrosa e elástica, no sistema nervoso central e periférico, no 

epitélio glandular, nos vasos sangüíneos, pele e na lâmina própria da prega 

vocal de fetos. No músculo estriado esquelético é encontrado no endomisio, 

no perimisio e no epimísio (Bode-Lesniewska et al., 1996; Pukkila et al., 

2004; Buhler et al., 2008).  

Carrino et al. (2000), ao estudar alterações relacionadas com a idade 

nos proteoglicanos da pele humana, observam uma diminuição da proporção 

de versican e um aumento da proporção de decorina, um pequeno dermatan 

sulfato, em função da idade. Observam, ainda, alterações estruturais na 

molécula desses proteoglicanos na pele das diferentes idades estudadas e 

postulam que essas diferenças podem justificar, pelo menos em parte, as 

mudanças na hidratação e na resistência da pele nos idosos. Sorrel et al. 

(1999) verificam que a pele fetal tem uma proporção significativamente maior 

de versican do que a pele adulta, além de apresentar um padrão diferente de 

distribuição.  
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4 MÉTODOS 

 

 

4.1 Aspecto ético 

 

 A pesquisa foi aprovada sob o protocolo de número 604/05 pela 

Comissão de Ética para Análise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da 

Diretoria Clínica do Hospital das Clínicas e da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo (HC-FMUSP) (Apêndice).  

 

4.2 Casuística 

 

4.2.1 Seleção da amostra 

Foram coletados blocos anatômicos contendo a TFE excisados de 27 

cadáveres no Serviço de Verificação de Óbitos da Capital (SVOC). Os 

indivíduos avaliados eram vítimas de morte súbita procedentes do HC-

FMUSP, de outros hospitais ou da própria residência. A coleta realizou-se no 

período de janeiro de 2006 a janeiro de 2008.  

Foram incluídos apenas cadáveres cujo MCF pôde ser retirado até 24 

horas pós-morte. Foram excluídos cadáveres que apresentavam: idade 

inferior a 18 anos, miopatias, doenças do tecido conjuntivo, história prévia de 

manipulação da região cervical, intubação oral, nasotraqueal, sonda 

nasogástrica, nasoentérica, orogástrica, traqueotomia; divertículo de Zenker, 

cirurgia laríngea ou esofágica prévia e radioterapia da região cervicofacial.  
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A idade variou entre 28 e 92 anos (média de 54,63 anos com desvio-

padrão de 18,34 anos). Vinte indivíduos (74,1%) eram do sexo masculino.   

Informações relativas ao cadáver como idade, sexo, cor, tabagismo, 

profissão, causa do óbito, intervalo de tempo desde o óbito e a dissecção do 

MCF, peso e altura foram obtidas no prontuário do SVOC ou no HCFMUSP 

(Anexo A). 

 

4.2.2 Dissecção do músculo cricofaríngeo   

As laringes foram retiradas mediante uma incisão arciforme na região 

torácica dos cadáveres em um bloco que se estendia desde a língua até o 

quinto ou sexto anel traqueal, incluindo a glândula tireóide e a musculatura 

extrínseca. As peças foram dissecadas no Laboratório de Investigação 

Médica da Disciplina de Otorrinolaringologia da FMUSP (LIM 32), 

removendo-se as partes moles e isolando-se a transição faringoesofágica  

(Figura 2A). A porção horizontal do MCF foi dissecada, tendo-se como 

referência anatômica o ventre oblíquo do músculo cricotireóideo e a 

disposição horizontal das fibras musculares (Figura 2B). Foi removido um 

fragmento da porção medial do MCF que incluía também a mucosa (Figuras  

2C e 2D). 
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Figura 2 - (A)  Bloco laríngeo excisado de cadáver após a remoção  das 
partes moles adjacentes. (B) Identificação da porção horizontal 
do músculo cricofaríngeo. (C) e (D) Remoção de fragmento da 
porção medial do MCF e sua mucosa adjacente. 

 

 

4.2.3 Preparações histológicas  

Os fragmentos obtidos foram identificados em ordem numérica 

crescente para que, no momento da análise das lâminas, a idade 

permanecesse desconhecida pelo pesquisador. Foram então fixados em 

solução de formalina tamponada a 10% por 24 horas. Após a fixação, foram 

desidratados em concentrações alcoólicas progressivas e embebidos em 

parafina. 

Os 27 blocos foram, então, submetidos a cortes histológicos de 5μm 

de espessura e corados pelos métodos do Setor de Técnica Histológica do 

Departamento de Patologia da FMUSP sempre pela mesma profissional:  



Métodos 
 

77

a) Método Hematoxilina Eosina

Os cortes histológicos foram corados pelo método de rotina da 

Hematoxilina e Eosina (HE) apenas para identificação de artefatos técnicos 

e alterações histopatológicas. Os casos que os possuíssem seriam 

excluídos. Não foram realizadas análises quantitativas dessa coloração. 

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

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

oxona: segundo a técnica descrita no Anexo C 

Ainda, no Setor de Técnica Histológica, as lâminas foram fixadas com 

3-aminopropil-trietoxi-silane (A3648, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO) e 

posteriormente foram encaminhadas ao Setor de Imunoistoquímica do 

Departamento de Patologia da FMUSP. 

Nesse setor, as reações imunoistoquímicas foram realizadas segundo 

a técnica descrita no Anexo D, sempre pela mesma profissional. Realizou-se 

o estudo de quatro marcadores: colágeno I, colágeno III, versican e 

fibronectina. O preparo das lâminas de todos os casos estudados, para cada 

marcador, foi sempre realizado em um único dia, para evitar que mudanças 

de temperatura ambiente influenciassem a reação antígeno-anticorpo.  

 

 

4.3 Análise morfométrica 

 

Para análise 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 Araújo et al. (2008). A avaliação quantitativa foi feita por meio 

da análise digital de imagens utilizando um sistema composto por um 

microscópio óptico Leica DMR (Leica Microsystems Wetzlar Gmb H, 

Alemanha) conectado a um computador tipo IBM por uma câmera de vídeo 

JVC (JVC TK-C1380 Color Video Camera, Victor Company of Japan Limited, 

Japão) (Figura 3). A lente, a intensidade da luz do microscópio e a altura do 

condensador foram padronizadas.  

 

 

Figura 3 – Sistema de análise de imagens composto por microscópio óptico 
Leica DMR (Leica Microsystems Wetzlar Gmb H, Alemanha) 
conectado a um computador tipo IBM por meio de uma câmera 
de vídeo JVC (JVC TK-C1380 Color Video Camera, Victor 
Company of Japan Limited, Japão). 
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Para cada lâmina de cada coloração, foram capturadas quinze 

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

visibilização geral do músculo (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® versão 4.1 (Media 

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

1. Padronização de positividade – Fotomicrografias escolhidas ao 

acaso, 40% do total, foram utilizadas para estabelecer um 

padrão de cores para cada elemento estudado, definidos como 

“positivos” por dois patologistas, portanto ao fim, foram obtidos 

seis padrões de positividade. 

2. Análise – Em cada foto foi delimitada uma área de interesse, 

compreendendo exclusivamente o endomisio. Foi aplicado o 

padrão de cores previamente estabelecido obtendo-se a 

quantificação da expressão do marcador (Figura 5). A seguir a 

medida total da área de interesse foi obtida. (Figura 6). A 

expressão dos resultados foi dada em porcentagem (%) de 

área proporcional positiva marcada para determinado elemento 

da MEC em relação à área total de músculo analisado 

(µm2/µm2).  
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Figura 4 - Software Image Pro Plus® versão 4.1 (Media Cybernetics – Silver 

Spring, MD, EUA) com imagem capturada de uma lâmina estudada 
com coloração imunoistoquímica para colágeno tipo I no aumento de 
400X. 

 

                         
Figura 5 - Aplicação do padrão de cor previamente estabelecido para colágeno tipo 

I obtendo-se a quantificação da expressão deste marcador (área 
marcada). 

 

 

Figura 6 -  Medição da área total de interesse (área total). 
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4.4 Análise estatística 

 

Os dados foram digitados em uma planilha com a aplicação do 

programa Microsoft Excel e para a análise dos dados foi utilizado o 

programa estatístico SPSS software 13.0 version (SPSS Inc.©, Chicago, 

Illinois, USA).  

Todas as variáveis foram analisadas descritivamente. Para as 

variáveis sexo, cor e tabagismo calculou-se as freqüências absolutas e 

relativas. Para as variáveis quantitativas a análise foi feita mediante 

observação da mediana, dos percentis 25 e 75, do intervalo interquartílico, 

do cálculo de médias e desvios-padrão. A distribuição das variáveis do 

estudo foi não paramétrica. Para a comparação das medidas nos diferentes 

sexos, utilizamos o teste de Mann-Whitney. Para correlacionar idade com os 

elementos da MEC, utilizamos o teste de correlação de Spearman. 

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

 

5.1 Características da amostra 

 
A idade variou entre 28 e 92 anos, com média de 54,6 e desvio-

padrão de 18,3. Vinte (74,1%) eram do sexo masculino. A seguir, na Tabela 

1 e Figura 7, é possível visualizar a distribuição dos indivíduos quanto à faixa 

etária e raça.  

Tabela 1 - Distribuição de freqüências de faixa etária 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= número de casos; % = porcentagem 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 
Figura 7 - Distribuição dos casos estudados quanto raça 
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 Onze (40,7%) indivíduos eram tabagistas ou ex-tabagistas, 13 

(48,1%) não tabagistas e a respeito de 3 (11,1%) não dispúnhamos dessa 

informação. 

A média do peso foi de 69,2±12,1kg. A média da altura foi de 

171,9±7,6cm. O tempo desde o óbito até a dissecção e fixação do material 

variou de cinco a 23 horas, com média de 16,2±3,7h (média 16,2h e desvio-

padrão 3,7h).   

 

 

5.2 Distribuição das fibras do sistema colagênico e elástico por 
métodos histoquímicos 

 
 

Nos cortes histológicos corados pelo método de rotina da HE foi 

possível visualizar o MCF e sua mucosa adjacente (Figura 8). Nos indivíduos 

idosos, é possível verificar, à macroscopia, uma atrofia das fibras 

musculares esqueléticas (Figuras 9A e 9B). 
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Figura 8 – Corte histológico corado com método Hematoxilina e Eosina 
visualizado sob luz convencional, que mostra o músculo 
cricofaríngeo e sua mucosa adjacente (aumento de 250X). 
Observa-se a ausência de artefatos técnicos e inflamação 
local. 

 

 

 

Figura 9 - Cortes histológicos corados com método Picrossírius visualizados 
sob luz convencional, mostrando a diferença macroscópica na 
espessura das fibras musculares em indivíduo idoso (A) e em 
jovem (B) (aumento de 400x). Nota-se as fibras colágenas 
(vermelho) que revestem as células musculares individualmente. 
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Os cortes histológicos do MCF corados com Picrossíruis e 

observados com luz convencional permitiram claramente evidenciar as fibras 

de colágeno endomisial (Figuras 9A, 9B e 10). Os cortes teciduais corados 

pelo método resorcina-fuccina de Weigert após oxidação revelaram uma 

peculiar distribuição das fibras do sistema elástico no endomísio do MCF. 

Observa-se que fibras elásticas envolvem células musculares individual e 

longitudinalmente, ligam-se umas às outras por fibras delgadas em 

disposição transversal em relação à 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 elásticas. 

 

 

Figura 10 – Corte histológico corado com método Picrossírius visualizado 
sob luz convencional que mostra a distribuição do colágeno 
total (vermelho escuro) no endomísio do músculo cricofaríngeo 
e sua mucosa adjacente (aumento de 250X). 
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Figura 11 – Corte histológico corado pelo método resorcina-fuccina de 
Weigert após oxidação que mostra a rede de fibras elásticas 
no músculo cricofaríngeo (aumento de 400x). (A) Observa-se 
fibras elásticas delgadas envolvendo células musculares, que 
se ligam umas às outras por delgadas fibras em disposição 
transversal em relação à célula muscular (seta vermelha). (B) 
Fibras elásticas que se espessam na extremidade da célula 
muscular (asterisco vermelho). 

 

 

A área porcentual do colágeno total e das fibras elásticas no 

endomísio do MCF e sua comparação entre os sexos encontram-se 

disponíveis nas Tabelas 2 e 3. 

 

Tabela 2 - Área porcentual do colágeno total e das fibras elásticas no 
músculo cricofaríngeo pelos métodos Picrossírius e Resorcina-
fuccina oxidada de Weigert 

 

Elemento estudado Mediana P25 P75 IIQ 

Colágeno total 4,8 2,6 7,7 5,1 

Fibras elásticas 2,6 1,5 3,5 1,9 

P25 = percentil 25; P75 = percentil 75; IIQ = intervalo interquartílico 
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Tabela 3 – Teste de Mann-Whitney para a comparação da área porcentual 
de colágeno total e das fibras elásticas entre os sexos 

 
 Colágeno Total Fibras elásticas 

Mediana 
      Masculino 
      Feminino 

 
5,3 
4,7 

 
2,6 
3,2 

 
Valor mínimo 
      Masculino 
      Feminino 

 
1,1 
1,7 

 
1,0 
1,5 

 
Valor máximo 
      Masculino 
      Feminino 

 
16,9 
8,7 

 
8,2 
6,3 

Significância (p*) 0,40 0,65 

p = nível de significância; p<0,05; * = nível descritivo de probabilidade do teste não 
paramétrico de Mann-Whitney. 

 

 

5.3 Distribuição dos elementos da matriz extracelular por métodos 
imunoistoquímicos 

 

Os cortes histológicos do MCF corados por imunoistoquímica para 

colágeno tipo I e tipo III e observados sob luz convencional permitiram 

evidenciar a presença desses elementos distribuídos de maneira 

homogênea em todo o endomísio (Figuras 12A e 12B). 
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Figura 12 - Corte  histológico corado pela  técnica  de  imunoistoquímica que 
mostra a distribuição do colágeno tipo I (A) e colágeno tipo III 
(B) em coloração em marrom (aumento de 400X) 

 

 

A fibronectina e o versican foram os elementos mais escassos dentre 

os analisados. Anticorpos para fibronectina coraram o endomísio, mas de 

forma menos densa que para os colágenos, num padrão fibrilar (Figura 13A). 

Em alguns casos pode-se evidenciar fibronectina no interior da célula 

muscular (Figura 13B). 

 

 

Figura 13 - Corte  histológico corado pela técnica de imunoistoquímica  para 
a fibronectina (em coloração em marrom). (A) mostra a 
distribuição endomisial, e (B) a distribuição sarcolemal de alguns 
casos (aumento de 400X). 
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Ao contrário da fibronectina nenhum versican foi observado dentro 

das fibras musculares (Figura 14A). Alguns casos mostraram abundante 

imunopositividade para versican, enquanto em outros casos o versican 

achava-se quase ausente (Figura 14B). 

 

 

Figura 14 – Corte histológico corado pela técnica de imunoistoquímica para 
a versican (em coloração em marrom). (A) mostra a 
distribuição endomisial e (B) a escassa distribuição em alguns 
casos (aumento de 400x). 

 

 

A área porcentual do colágeno tipo I, tipo III, fibronectina e versican 

encontra-se na Tabela 4. A comparação entre esses elementos nos sexos 

encontra-se na Tabela 5. 

 
Tabela 4 - Área porcentual dos elementos da matriz extracelular por 

imunoistoquímica 
 

Elemento estudado Mediana P25 P75 IIQ 

Colágeno tipo I 7,6 5,6 8,7 3,0 

Colágeno tipo III 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; IIQ = intervalo interquartílico 
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Tabela 5 - Teste de Mann-Whitney para a comparação da área percentual 
dos elementos da matriz extracelular por imunoistoquímica entre 
os sexos 

 
 Colágeno 

tipo I 
Colágeno 

tipo III 
Fibronectina Versican 

Mediana 
     Masculino 
     Feminino 

 
8,3 
5,9 

 
6,5 
6,1 

 
2,5 
2,4 

 
3,0 
2,6 

Valor mínimo 
     Masculino 
     Feminino 

 
4,2 
1,8 

 
2,0 
3,1 

 
0,05 
0,05 

 
0,5 
1,0 

Valor máximo 
     Masculino 
     Feminino 

 
9,3 

10,8 

 
19,9 
16,7 

 
7,8 
18,7 

 
11,1 
15,1 

Significância (p*) 0,22 1,0 0,86 0,86 

p = nível de significância <0,05; * = nível descritivo de probabilidade do teste não 
paramétrico de Mann-Whitney. 
 

 

5.4 Associação entre as medidas e a idade 

 

 Para correlacionar idade com os elementos da MEC estudados, 

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

 

Tabela 6 – Análise de correlação de Spearman  entre  a  idade  e  as  áreas 
                  porcentuais dos elementos estudados 
 
Elemento estudado Correlação Significância (p) 

Colágeno total 0,276 0,163 

Fibras elásticas 0,253 0,201 

Colágeno tipo I 0,166 0,407 

Colágeno tipo III -0,001 0,994 

Fibronectina 0,038 0,847 

Versican 0,275 0,217 

p = nível de significância <0,05 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

 O MCF tem grande importância fisiológica no processo da deglutição, 

por causa da rápida capacidade de abertura ou distensão durante diversos 

estados fisiológicos. Esse comportamento elástico depende não apenas dos 

elementos contráteis musculares, mas também do tecido conjuntivo 

intramuscular (Asoh, Goyal, 1978; Järvinen, 2002). Apesar disso, 

informações sobre a composição da matriz extracelular do MCF 

permanecem bem pouco conhecidas.  

A literatura tradicionalmente afirma que o MCF apresenta 

características histológicas peculiares e distintas dos outros músculos 

esqueléticos no que diz respeito a sua organização morfológica (Singh, 

Hamdy, 2005), mas não especifica detalhadamente o conteúdo de colágeno 

total, de fibras elásticas ou das outras macromoléculas que formam a matriz 

extracelular. Até onde pudemos pesquisar, esse é o primeiro estudo que 

aborda esta questão.   

 O principal objetivo do nosso estudo foi, então, obter informações a 

respeito de elementos específicos da matriz extracelular no endomísio do 

MCF, mediante a quantificação morfométrica, em diferentes idades, e 

verificar possíveis alterações nesses componentes em relação à idade e ao 

sexo.  

A maioria dos estudos que avalia a função da TFE e as alterações 

decorrentes da idade ou de condições patológicas utiliza técnicas de 
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manometria, eletromiografia, videofluoroscopia ou uma combinação delas 

(Robbins et al. 1992; Cook, 1993; Dejaeger et al., 1994; Shaw et al., 1995). 

Todavia, os poucos estudos histológicos publicados sobre o MCF têm 

ajudado muito na compreensão da função e disfunção dessa região, e com 

isso, permitido o aperfeiçoamento e desenvolvimento de novas formas de 

terapia cirúrgica ou fonoaudiológica (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 seleção da amostra 

 

Um dos problemas que advém da utilização de tecidos humanos 

obtidos de cadáveres para estudos histológicos é o tempo decorrido entre o 

óbito e a fixação do material, uma vez que ocorrem modificações teciduais 

após a morte. Por isso, estudos onde o tecido muscular foi o principal foco 

de análise utilizam um tempo menor entre o óbito e a fixação do material 

para minimizar as alterações da histo-arquitetura tecidual (Ronsenfirld et al., 

1982). Outro problema dos estudos histológicos é o conhecimento da 

história patológica pregressa dos indivíduos avaliados e da presença de 

doenças que possam implicar em alterações teciduais. No caso de estudos 

histológicos no MCF é importante, ainda, excluir indivíduos que tenham sido 

submetidos à intubação endotraqueal, à passagem de sondas nasogástrica, 

orogástrica ou nasoentérica que poderiam induzir a um processo inflamatório 
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local. (Kelly, 1996).  

Nesse trabalho, utilizamos critérios de inclusão e exclusão rigorosos 

no intuito de reduzir os vieses no estudo. Utilizamos tecidos removidos e 

fixados com até 23 horas do óbito. Durante este período de tempo, a 

atividade enzimática mantém-se preservada e os artefatos pós-morte são 

ausentes ou mínimos (França, 2001). Além disso, todos os indivíduos 

tiveram história patológica pregressa, documentada por inspeção do 

prontuário médico no SVOC, no HC ou em outros hospitais e foram 

excluídos indivíduos que sabidamente apresentassem queixa de disfagia, ou 

miopatias ou quaisquer outras doenças que pudessem alterar as 

características histológicas do MCF.  

Nenhum indivíduo incluído apresentava intubação endotraqueal e 

presença de sonda nasogástrica, orogástrica ou nasoentérica, medidas que 

poderiam induzir a um processo inflamatório no MCF e por conseqüência, 

alterar a proporção 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 

dispúnhamos. Portanto, o grupo estudado constituiu-se de uma amostra não 

aleatória do tipo “por conveniência”. Amostras como essas, são 

selecionadas por um julgamento de valor, no caso os critérios de inclusão e 

exclusão, e não por questões de randomicidade estatística.   

Tivemos um cuidado adicional em nosso estudo. Identificamos todos 

os espécimes estudados em ordem numérica crescente, para que variáveis 

como a idade e o sexo dos indivíduos permanecessem desconhecidos pelo 
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pesquisador. Desta forma, procuramos limitar a introdução de vieses de 

observação, pelo cegamento do avaliador quanto a estas variáveis.   

 Um ponto importante na seleção dos nossos casos foi a tentativa de 

obter uma amostra representativa da população brasileira. Incluímos 

indivíduos adultos cujas idades variaram de 28 a 92 anos, e que 

apresentavam uma distribuição 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 quantificação dos elementos da matriz extracelular 

 

O tecido conectivo intramuscular encontra-se em íntimo contato com a 

fibra muscular, desempenha papel importante no processo de contração e 

está mais sujeito às alterações decorrentes do uso e do desuso (Järvinen, 

2002). Além disso, segundo Alnaqeeb (1984) as alterações quantitativas 

decorrentes da idade no conteúdo de colágeno são mais evidentes no 

endomísio. Por essas razões, optamos por estudar o tecido conjuntivo 

endomisial.  

Como nossos resultados seguem uma distribuição assimétrica ou não 

paramétrica, optamos por utilizar a mediana como medida de tendência 

central, percentil 25, percentil 75 e o intervalo interquartílico como medidas 

de dispersão da variáveis quantitativas estudadas, ou seja, a área porcentual 
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do colágeno total, dos tipos I e III, das fibras elásticas, da fibronectina e do 

versican no endomísio do MCF (Tabelas 2 e 4).  

O colágeno tipo I e tipo III são os principais e mais abundantes 

colágenos no músculo esquelético e estão presentes nos três níveis de 

organização do tecido conjuntivo intramuscular. O endomísio, tecido 

conjuntivo que circunda individualmente cada fibra muscular, é rico em 

colágeno tipo I, III, IV e V. Estudos de Kovanen (1989) afirmam que o 

conteúdo de colágeno no músculo esquelético gira em torno de um a 9% de 

sua massa.  

Nossos resultados mostram que o colágeno é 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 concordância com Goyal et al. (1993), que a presença 

dessa trama de suporte colagenosa contribua para que o MCF se mantenha 

tonicamente contraído.  

Nossos achados, todavia, diferem de estudos previamente publicados 

por Bonington et al. (1988), Kristmundottir (1990) e Laurikainen (1992) que 

utilizam técnicas histoquímicas e que vêem uma variação de 10 a 40% no 

conteúdo do tecido conectivo no MCF. Entendemos que isso pode ser 

decorrente das razões seguintes: 

a) Quantificação de outros tecidos e de outros compartimentos 

musculares: nossos resultados refletem o conteúdo de colágeno 

presente apenas no endomísio do MCF. Não avaliamos 
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colágeno perimisial, nem componentes não musculares, como 

tecido gorduroso, nervos e vasos.  

b) Método de quantificação: utilizamos a histomorfometria mediante 

um sistema de análise e processamento de imagens (Software 

Image Pro-Plus), que nos confere análise precisa do elemento a 

ser estudado, eliminando assim o viés da avaliação qualitativa 

individual quando se utiliza escores de graduação ou ocular 

integradora (Pickering, Boughner, 1991; Melo et al., 2004; Buhler 

et al., 2008; Araújo et al., 2008).  

c) Metodologia estatística: é ainda possível que tamanha diferença 

seja decorrente de diferentes amostragens. Alguns estudos 

utilizam uma amostra muito pequena e não homogênea quanto à 

idade dos indivíduos e estão sujeitos a fortes críticas estatísticas. 

Além de termos utilizado critérios de inclusão rigorosos, o que 

nos levou a uma amostragem homogênea, nosso estudo inclui 

uma das maiores casuísticas 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 conteúdo de fibras elásticas e sua disposição nos tecidos variam de 

acordo com o tipo de tecido e com a função tecidual (Rodrigues, 1994; 

Kielty, 2000). Pode compreender uma pequena, mas importante fração 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 presença de fibras elásticas 
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oxitalânicas, elaunínicas e elásticas maduras, à microscopia de luz, como 

componentes do tecido conjuntivo do MCF. A coexistência dos três tipos de 

fibras elásticas parece expressar uma elastogênese normal (Pecora et al., 

2001). O único estudo previamente publicado sobre fibras elásticas no MCF 

limita-se a afirmar que o mesmo apresenta numerosas fibras elásticas 

(Kristmundottir, 1990) sem, contudo, quantificá-las ou descrevê-las.  

A organização do sistema de fibras elásticas contribui para a 

arquitetura tecidual e promove o recolhimento passivo do tecido à sua 

unidade original quando este é submetido a estresse mecânico. Nos nossos 

casos, encontramos uma disposição interessante do sistema de fibras 

elásticas, na qual elas envolvem células musculares individual e 

longitudinalmente, espessam-se na extremidade da célula muscular e ligam-

se umas às outras por delgadas fibras em disposição transversal em relação 

à célula muscular, como se as fibras musculares estivessem inseridas em 

uma fina rede de fibras elásticas (Figuras 11A e 11B).  

Comparado com outros músculos da faringe, o MCF é extremamente 

elástico. Dantas (2009) estuda a MEC (matriz extracelular) do músculo 

constrictor superior da faringe em indivíduos com Síndrome da Apnéia 

Obstrutiva do Sono por meio de metodologia semelhante à nossa e encontra 

metade do conteúdo de colágeno tipo III e um terço de fibras elásticas. 

Acreditamos que essas características influenciam o comportamento MCF e 

podem responder por sua capacidade de voltar rapidamente à posição 

tônica após as distensões rápidas durante as deglutições. (Sivarao, Goyal, 

2000) 
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A fibronectina é uma glicoproteína adesiva e sua capacidade de 

ligação parece especialmente importante na construção de conexões 

teciduais normais, nas fases iniciais da cicatrização e na remodelação de 

alterações teciduais (Hynes, 1982; Kannus et al., 1998). Em nossos 

resultados podemos observar que a imunopositividade para fibronectina 

segue um padrão de distribuição fibrilar classicamente descrito no músculo 

esquelético (Foidart et al., 1981), presente no endomísio do MCF, onde 

ligações firmes entre as fibras musculares e o colágeno são necessárias. Em 

alguns de nossos casos, a fibronectina foi encontrada dentro das células 

musculares. Expressão de fibronectina sarcoplasmática também foi 

encontrada por Gulati et al. (1982) em músculos regenerados. Após o 

autotransplante, esses autores observam uma diminuição da fibronectina 

endomisial e um aumento da fibronectina sarcoplasmática em fibras 

isquêmicas e degeneradas.  

O versican, por sua vez, é um proteoglicano com característica 

capacidade de ligação ao ácido hialurônico. Agregados de versican e ácido 

hialurônico são capazes de modelar processos celulares envolvidos na 

cicatrização e invasão tumoral (Sorrel, 1999). Em nossos casos, a expressão 

do versican pôde ser identificada no endomisio do MCF como descrito por 

Bode-Lesniewska et. al. (1996). 

Acredita-se que o MCF apresente características histológicas distintas 

dos outros músculos esqueléticos. De fato, está exposto a vários fatores 

agressores como refluxo gatroesofágico crônico (Hanna, Henderson, 1980), 

estresse físico e químico por exposição a alimentos quentes e bebidas 
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alcoólicas (Laurikainen et al.,1992), desgaste natural pelo ato de deglutir ao 

longo da vida (Cruse, 1979). Essas agressões: justificam a presença de 

alterações de fibras musculares e do infiltrado inflamatório crônico 

inespecífico, anteriormente descritas por Cruse (1979), reforçam a 

necessidade do versican e da fibronectina, como mediadores inflamatórios, 

em manter a homeostase tecidual, e podem, ainda, justificar as diferenças 

interindividuais. 

 

 

6.3 Das alterações correlacionadas à idade e ao sexo 

 

Para avaliar a associação 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 distribuição não paramétrica. Não encontramos 

diferença estatisticamente significativa (Tabelas 3 e 5). Nos estudos 

manométricos de McKee et al. (1998) não foi observada diferença entre os 

sexos na onda de pressão faríngea durante a deglutição. Nossos resultados 

estão de acordo com os estudos histólogicos de Kristmundottir (1990) que 

não observa diferenças entre ambos os sexos com relação à quantidade de 

tecido conjuntivo em seu estudo. 

Para analisarmos possíveis alterações correlacionadas com o 

envelhecimento, optamos pela análise por meio da correlação de Spearman. 

Este tipo de teste estatístico é utilizado para uma distribuição não 

paramétrica e não traduz a relação de causa e efeito, porém nos mostra se 
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existe algum grau de associação entre uma variável independente (idade) e 

as diversas variáveis dependentes testadas, ou seja, o colágeno total, seus 

subtipos I e III, as fibras elásticas, a fibronectina e o versican.  

Mediante o uso da correlação de Spearman observamos uma 

correlação fraca entre idade e os elementos da matriz estudados (Tabela 6). 

Dantas (2009) encontra uma correlação positiva significante entre a idade e 

o colágeno tipo I e uma correlação negativa entre a idade e o colágeno tipo 

III no músculo constrictor superior da faringe. De acordo com nossos 

resultados podemos corroborar com o trabalho de Kristmundottir (1990) que 

não vê alteração entre o colágeno do MCF e idade, e discordar do trabalho 

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

 

a) Que o MCF não sofre as mesmas alterações com a idade que outros 

músculos esqueléticos.  

Sabe-se que com o envelhecimento do tecido muscular esquelético 

existe caracteristicamente a perda da massa e das fibras musculares tipo II 

(Lexel et al., 1988; Kovanen, 1989, Chow et al., 2005; Volpi et al., 2004), 

mas isso parece não ocorrer no MCF. Segundo Brownlow et al.,(1989) o 

MCF não sofre perda de fibras tipo II, mas em nossos casos (Figura 9 A) é 

possível verificar uma evidente atrofia das fibras musculares à macroscopia. 

Por manter-se sempre em atividade (Kahrilas, 1994), seja 

tonicamente contraído ou abrindo-se durante as deglutições, eructações e 

durante o vômito, o MCF não sofreria o efeito da imobilização e do desuso, 

que habitualmente ocorre em músculos esqueléticos dos membros em 
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idosos, e que pode resultar em alterações do conteúdo dos elementos da 

matriz extracelular, principalmente o colágeno (Mohan, Radha, 1975; 

Alnaqeeb, 1984; Carvalho Filho et al., 1996). Imamura (1996) demonstra que 

o nível de atividade física influencia o fenômeno do envelhecimento do 

colágeno dos músculos estriados de ratos. A atividade física pode retardar e 

mesmo reverter os efeitos deletérios relacionados ao envelhecimento.  

 

b) Que as alterações qualitativas dos elementos da matriz extracelular se 

sobreponham às alterações quantitativas. 

A análise quantitativa isolada dos elementos da matriz extracelular 

não permite concluir a respeito da influência desses elementos nas 

propriedades mecânicas e viscoelásticas do tecido. A integração do sistema 

de fibras elásticas e colágenas, por exemplo, é importante para a 

manutenção da resistência tecidual normal. Alterando-se a composição do 

colágeno, da elastina ou alterando-se seu arranjo arquitetural, certamente a 

complacência tecidual será comprometida.  

A complacência tecidual é influenciada, em parte, pela quantidade de 

ligações cruzadas entre as cadeias de aminoácidos do colágeno. Com a 

idade, ocorrre um aumento da maturação dessas ligações cruzadas, o que 

levaria a uma maior agregação das fibrilas e tornaria o colágeno mais 

resistente à tensão (Rodrigues et al., 1996). Nos idosos, as fibras elásticas 

são maiores e mais largas (Rodrigues, Rodrigues Júnior, 2000), 

provavelmente em virtude da queda da reciclagem da elastina, do aumento 

de ligações cruzadas e da deposição de ácidos graxos e sais de cálcio entre 
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suas moléculas. Carvalho Filho et al. (1996) e Rodrigues Júnior et al. (2000) 

acreditam que alterações na arquitetura das fibras elásticas decorrentes do 

processo do envelhecimento levariam a diminuição da elasticidade original 

dos tecidos. Carrino et al. (2000) verificam alterações estruturais nas 

moléculas de versican e decorina na pele humana em função da idade e 

postulam que essas diferenças podem justificar, pelo menos em parte, 

mudanças na hidratação e resistência da pele de idosos. Essas alterações 

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 declínio da função do MCF 

A idade afeta negativamente vários componentes do sistema 

responsável pela deglutição, desde o controle central até os órgãos 

musculares efetores (McComas et al., 1973). Essas alterações são 

freqüentemente compensadas sob condições normais e não alcançam nível 

sintomático, até que eventos neurológicos, problemas sistêmicos ou causas 

externas resultem em disfagia. (Staff, Shaker, 2001) 

Com o envelhecimento, existe comprometimento de mecanismos 

responsáveis pela abertura da TFE: a) diminuição do relaxamento do MCF 

pela diminuição do aferência sensorial; e, b) diminuição da amplitude de 

contração da musculatura suprahioidea (Kern et al., 1999). Anormalidades 

em um desses mecanismos causam diminuição da abertura do MCF durante 

a deglutição.  
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Apesar de não termos encontrado correlação positiva entre idade, 

sexo e os elementos estudados, não significa que podemos descartar a 

possibilidade de alterações visto que nossa amostragem não tem poder para 

isso.  

É interessante perceber que não observamos variação 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 expressão dos genes que 

codificam a matriz extracelular sofre regulação dependente da idade. No 

caso do MCF essa regulação parece semelhante para as diferentes 

macromoléculas da matriz.  

É difícil determinar as contribuições individuais dos componentes 

biológicos da matriz extracelular nas propriedades mecânicas do músculo. 

Mas é importante entender como os constituintes químicos (colágeno, fibras 

elásticas, glicosaminoglicanos, glicoproteína e água) fornecem seus 

atributos aos tecidos. No MCF, a presença desses elementos e a quantidade 

de fibras colágenas e elásticas observada nesse estudo é compatível com a 

característica de esfincter do músculo (Laurikainen et al., 1992).  

De forma isolada, dados referentes à matriz extracelular podem ter 

um pequeno impacto funcional em indivíduos normais, mas podem ser 

importantes para a correta avaliação de pacientes com disfagia orofaringea. 

Passados quase trezentos anos desde sua primeira descrição, o MCF 

permanece ainda hoje pouco compreendido. Com este trabalho, 

descrevemos a densidade (área porcentual) dos constituintes da matriz 
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extracelular no endomísio do MCF por métodos histoquímicos e 

imunohistoquímicos. Entendemos que o conhecimento adequado da 

distribuição normal dessas proteínas deve ser reconhecido para facilitar a 

compreensão dos processos patológicos do MCF e direcionar o tratamento 

dos distúrbios de deglutição. Como primeiro trabalho publicado sobre o 

assunto, é uma importante ferramenta para estudos futuros. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 

Com este trabalho: 

 

1. Identificamos a presença e mensuramos a área porcentual do 

colágeno total, das fibras elásticas, do colágeno tipo I, tipo III, da 

fibronectina e do versican no endomísio do MCF por histoquímica e 

imunoistoquímica. 

 

2. Não identificamos diferenças estatisticamente significativas em 

relação ao sexo e à idade nesses constituintes, na amostra estudada 

pelos métodos aplicados.   
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ANEXO A 

Dados dos cadáveres obtidos no Serviço de Verificação de 

Óbitos da Capital –São Paulo 

 

Identificação Idade Sexo Raça Peso 

(kg) 

Altura 

(m) 

Profissão Doença de base ou causa 
mortis 

CF 01 52 M B 50 1,70 Auxiliar de 
expedição 

Edema agudo de pulmão 

CF 02 65 M B 81 1,70 Eletricista Infarto agudo do miocárdio 

CF 03 51 M B 91 1,80 Motorista Infarto agudo do miocárdio 

CF 04 37 M B 70 1,80 Autônomo Edema agudo de pulmão 

CF 05 83 F P 60 1,60 Sem ocupação Tromboembolia pulmonar 

CF 06 46 M B 80 1,80 Sem ocupação Edema agudo de pulmão 

CF 07 68 M B 56 1,70 Vendedor Infarto agudo do miocárdio 

CF 08 42 F N 88 1,70 Empregada 
doméstica 

Infarto agudo do miocárdio 

CF 09 42 F B 64 1,70 Empregada 
doméstica 

Edema agudo de pulmão 

CF 10 28 M B 67 1,90 Manobrista Edema agudo de pulmão 

CF 11 71 F B 101 1,70 Sem ocupação Broncopneumonia bilateral 

CF 12 55 F P 65 1,60 Vendedor Hemorragia meníngea 

CF 13 74 M P 76 1,70 Aposentado Tromboembolia pulmonar 

CF 14 67 M B 76 1,75 ? Carcinoma hepático 

CF 15 52 M B 61 1,60 ? Encefalopatia hepática 

CF 16 69 M N 48 1,60 ? Adenocarcinoma de próstata 

CF 17 60 F B ? ? ? Adenocarcinoma de mama 

CF 18 40 F B 60 1,70 Do lar Broncopneumonia bilateral 

CF 19 37 M B 70 1,70 Ajudante geral Infarto agudo do miocárdio 

CF 20 31 M P 62 1,65 Autônomo Tuberculose miliar 

Continua 



Anexos 

  

111

Continuação da tabela 

CF 21 52 M P 68 1,70 Tintureiro Infarto agudo do miocárdio 

CF 22 45 M N ? ? ? Broncopneumonia bilateral 

CF 23 80 M P 70 1,80 Tecelão Infarto agudo do miocárdio 

CF 24 79 M B 67 1,80 Comerciante Broncopneumonia bilateral 

CF 25 92 M B 75 1,70 Aposentado Edema agudo de pulmão 

CF 26 28 M P 70 1,80 Vigilante Tromboembolia pulmonar 

CF 27 29 M P 65 1,80 Auxiliar de 
limpeza 

Acidente Vascular Cerebral 

(CF) cricofaríngeo; (?) indica que o dado é desconhecido; (M) masculino; (F) feminino; (B) branca; (P) 
parda; (N) negra 
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ANEXO B 

Método Picrossírius 

 

Os cortes histológicos foram desparafinados, hidratados e corados 

durante uma hora em uma solução 0,1% de Sirius Red (Sirius Red F 3B 200, 

Mobay Chemical Co, Union, NJ, EUA) dissolvida em ácido pícrico aquoso 

saturado. Os cortes foram lavados durante cinco minutos em água corrente 

e contracorados com hematoxilina de Harris fresca durante dois minutos. 

Foram observados sob microscopia de luz normal para a análise das fibras 

colágenas. 
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ANEXO C 

 

Método de Resorcina-fucsina de Weigert com  

oxidação prévia por oxona 

 

Os cortes histológicos foram desparafinados e tratados com solução 

aquosa de Oxona a 10% (composto monopersulfato, Du Pont, Wilmington, 

Delaware, EUA) por 40 minutos. Depois de lavados em água corrente por 

cinco minutos, foram lavados em uma série de etanol com concentrações de 

70 a 95% e colocados na solução corante por uma hora em temperatura 

ambiente. Após este tempo na solução corante, foram lavados em água 

corrente por cinco minutos e tiveram a coloração de fundo removida por 

meio de uma solução de álcool etílico 1% (1mL de HCl concentrado e 99mL 

de etanol 70%). Em seguida, foram lavados em água corrente, desidratados 

em álcool, diafanizados e montados. 
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ANEXO D 

Método Imunoistoquímico 

Hidratação e Bloqueio 

As lâminas foram desparafinadas, hidratadas e em seguida 

bloqueadas utilizando-se a peroxidase endógena com água oxigenada 

(H2O2) 10 volumes a 3% por sete ciclos de três minutos de duração, para 

serem finalmente lavadas com água corrente e Solução Tampão de Fosfato 

(Phosphate Buffer Solution, PBS). 

Recuperação antigênica  

Seguiu-se a recuperação antigênica obtida por meio de tripsina por 20 

minutos para os anticorpos específicos para versican e colágeno III e por 

alta temperatura em citrato pH 6,0 para os anticorpos colágeno I e 

fibronectina. Após este período, as lâminas foram novamente lavadas em 

PBS. 

Incubação com os anticorpos primários e secundários  

Os anticorpos primários anti-human Versican (Seikagaku Corporation, 

Inc., Ijamsville, MD, EUA - código:270428) título 1:250, Colagen I 

(Calbiochem, San Diego, CA, EUA - código:CP19) título1:1000, Colagen III 

(United States Biological, Swampscott, MA, EUA - código:C7510-12A) título 

1:150 e Fibronectin (Dako, Carpinteria, CA, EUA - código:0245) título 1:4000, 

foram diluídos 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 lâminas foram então lavadas em PBS e incubadas com 

anticorpos secundários Envision + Dual link system (DakoCytomation, 

Carpinteria, EUA, código:K0691) para colágeno III, versican. fibronectina e 

para o colágeno I Vectastain (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA), 

em estufa 37° C. 

Revelação 

Após esta etapa, as lâminas foram lavadas em PBS e seguiu-se a 

revelação com cromógeno 3,3 Diaminobenzidine (Sigma, Steinhein, 

Alemanha código: D5637). Foram lavadas abundantemente em água 

corrente e contra-coradas com hematoxilina de Harris (Merck, Darmstadt, 

Alemanha). Em seguida, foram novamente lavadas em água corrente, 

desidratadas, diafanizadas e montadas com resina Entellan (Merck, 

Darmstadt, Alemanha) para microscopia. 
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