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RESUMO

Dantas DAS. Avaliagdo do papel da matriz extracelular na musculatura da parede
lateral da faringe na fisiopatologia da sindrome da apnéia obstrutiva do sono [tese].
Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2009. 71p.

A Parede lateral da faringe parece ser a estrutura central envolvida no colapso da
faringe nos pacientes com sindrome da apnéia obstrutiva do sono (SAOS). Os
pacientes com roncos € apnéia tém uma faringe mais colapsavel associada a um
espessamento da musculatura da parede lateral da faringe, em grande parte formada
pelo musculo constritor superior da faringe. O endomisio da matriz extracelular do
musculo esquelético tem uma intima relagdo com as células musculares,
influenciando suas propriedades mecanicas e bioldgicas, podendo modificar seu
comportamento ¢ funcdo. As fibras coldgenas e elasticas formam o arcabougo do
tecido conectivo, enquanto os proteoglicanos e as glicoproteinas estruturais
(fibronectina) tém importante papel na propriedade de adesdo e hidratacdo dos
tecidos e as metaloproteinas sdo responsaveis pela degradagdo dos componentes da
matriz extracelular. Os fatores determinantes da complacéncia excessiva da
musculatura da parede lateral sdo desconhecidos. E possivel que a MEC tenha um
papel relevante neste aspecto. O objetivo deste estudo ¢ descrever e comparar a
densidade dos componentes da matriz extracelular do endomisio da musculatura da
parede lateral da faringe em controles, roncadores e apnéicos. Neste estudo
prospectivo foram avaliados 61 pacientes maiores de 18 anos e ndo obesos do
Departamento de Otorrinolaringologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
medicina da Universidade de Sao Paulo, com indicagdo de cirurgias faringeas no
periodo de 2005 e 2006. Os pacientes foram divididos em trés grupos: controles (14
pacientes sem roncos ou SAOS), 18 roncadores primarios e 29 pacientes com SAOS.
Os espécimes foram obtidos da musculatura da parede lateral da faringe (constritor
superior da faringe) durante cirurgias faringeas. Por meio de analise histoquimica e
imunohistoquimica foi determinada a &rea proprocional do coldgeno total, fibras
elasticas, colageno tipos I e III, metaloproteinas 1 e 2, versican e fibronectina, no
endomisio destas amostras e comparada entre os grupos. Os resultados foram ainda
correlacionados com dados antropométricos. O coldgeno tipo I foi o componente
mais abundante da matriz extracelular no constritor superior da faringe. Observamos
uma correlacdo positiva entre o colageno I e a idade (r=0,42, p=0,01) e inversa com o
colageno III (r=-0,28, p=0.027). O indice de massa corpdrea também mostrou uma
correlagdo inversa com o colageno III (r=-0,311, p=0,017). Nao houve diferengas
estatisticamente significantes para os componentes da MEC entre os grupos. Em
resume, a analise histoldégica da musculatura da parede lateral da faringe de um largo
grupo de pacientes com distirbios do sono, revelaram que a composi¢do da matriz
extracelular ¢ relacionada a idade e o peso, € ndo pode ser envolvida nos mecanismos
que levam a colapsibilidade e espessamento da parede lateral da faringe.

Descritores: 1.Apnéia do sono tipo obstrutiva 2.Matriz extracelular 3.Faringe
4 Mausculo esquelético 5.Orofaringe



SUMARY

Dantas DAS. Extracellular matrix of the lateral pharyngeal wall in obstructive sleep
apnea syndrome [thesis]. S0 Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2009. 71p.

The lateral muscular pharyngeal wall appears to be the predominant structure
involved in the collapse of the pharynx in obstructive sleep apnea (OSA). OSA
patients and snorers have a narrower pharynx which is more susceptible to collapse
and is associated with muscle thickening in the lateral pharyngeal wall, largely
formed by superior pharyngeal constrictor. The endomysial extracellular matrix of
skeletal muscle has an intimate relationship with the muscle cells and has an
important influence on its mechanical and biological properties and can modify their
behavior and function. Collagen and elastic fibers form the scaffolding of the
connective tissue and proteoglycans and structural glycoproteins (fibronectin) have
important roles in hydration, resiliency and adhesive properties of the tissues and the
matrix metalloproteinases are involved in extracellular matrix components
degradation. The determining factors in the compliance of lateral muscular
pharyngeal wall are also unknown. It is possible that the ECM has a relevant role in
this aspect. Our objective was to determine and compare the density of the
components of the extracellular matrix in the deep, structural lateral pharyngeal
muscular walls in snorers, OSA and control patients and correlate with age and
weight. In this prospective study we evaluated 61 patients older than 18 and non-
obese with indications for pharyngeal surgery at the department of Otolaryngology of
the Hospital das Clinicas of the Sao Paulo University, between 2005 and 2006. The
patients were divided in three groups: controls (14 patients), 18 primary snorers and
29 OSA patients. We obtained specimens from the lateral pharyngeal muscular wall
(superior constrictor muscle) during pharyngeal surgeries. Using histochemical and
immunohistochemical analyses, we determined the fractional area of total collagen,
elastic fibers, collagen I and III, matrix metalloproteinase 1 and 2, versican and
fibronectin in the endomysium of these samples, and compared among groups.
Results were further correlated with anthropometric data. Collagen type I was the
most abundant component of the ECM within the pharyngeal muscle. There was a
positive correlation between collagen I and age (r=0.419, p=0.01) and an inverse one
with type III collagen (r=-0.284, p=0.027). Body mass index inversely correlated
with collagen type III (r=-0,311, p=0,017). There were no statistically significant
differences for any of the components of the ECM among groups. In summary,
histological analysis of the lateral muscular pharyngeal wall of a large group of
patients with sleep disturbances revealed that its extracellular matrix composition is
age and weight related but may not be involved in the mechanisms leading to the
collapsibility of the lateral wall of the pharynx.

Descriptors: 1.0bstructive sleep apnea 2.Extracellular matrix 3.pharynx 4.Skeletal
muscle 5.0ropharynx
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ABSTRACT

Rationale: Excessive compliance of the lateral pharyngeal wall plays a key role in
the genesis of obstructive sleep apnea syndrome (OSAS). Increasing age, weight and
severity of OSAS are directly associated with pharyngeal compliance. The
endomysial extracellular matrix (ECM) of skeletal muscle can modify muscle cell
behavior and function. We hypothesized that ECM components of the lateral
pharyngeal wall may contribute to upper airway obstruction.

Objective: To quantify the components of the ECM in the lateral pharyngeal
muscular wall and correlate with anthropometric and sleep parameters.

Methods: Specimens from the superior pharyngeal constrictor muscle were obtained
during pharyngeal surgeries (tonsillectomy or palatopharyngoplasty) of 61 non-obese
adult patients divided in 14 controls, 18 snorers and 29 OSAS patients determined by
full polysomnography. The fractional area of elastic fibers, collagen I and III, matrix,
versican, fibronectin and metalloproteinase 1 and 2 in the endomysium were
determined by histochemical and immunohistochemical analyses.

Measurements and main results: Age correlated positively with collagen type I
(r=0.419, p=0.01) and negatively with collagen type III (r=-0.284, p=0.027). Body
mass index correlated inversely with collagen type III (r=-0.311, p=0.017). However,
ECM components did not correlate with OSAS.

Conclusion: Collagen at the lateral pharyngeal muscular wall is age and weight
related. However, progressive collapse of this region during sleep in OSAS cannot be
explained by changes in density of the components of the ECM.

Word count: 225

Key words: extracellular matrix, obstructive sleep apnea, lateral pharyngeal

muscular wall



INTRODUCTION

Obstructive sleep apnea syndrome (OSAS) is characterized by periodic upper
airway occlusion during sleep associated with excessive daytime sleepiness'. OSAS
is recognized as a major public health problem due to its high prevalence (2-4%) and
health burden. The prevalence of OSAS increases with increasing aging and body
mass index”. There is a progressive path from normal nocturnal breathing towards
habitual snoring and OSAS that is related to a progressive upper airway obstruction’.
However, the mechanisms involved in the genesis of upper airway obstruction are
not completely understood.

There is mounting evidence that the lateral pharyngeal muscular wall plays a
major role in the genesis of the collapse of the pharynx in patients with OSAS.
OSAS patients have a narrower pharynx in the lateral dimension which is more
susceptible to collapse. The increased compliance of the lateral pharyngeal wall of
patients with OSAS is associated with muscle thickening®. The collapse of the lateral
wall appears as the initial site of collapse observed by endoscopies in patients with
OSAS while asleep®. Moreover, surgeries that act on the musculature of the lateral
wall, such as lateral pharyngoplasty’ maxillomandibular advancement’ are more
effective in reducing OSAS severity than surgeries that consist of excising and
reconstructing  the  tissues of the  pharyngeal surface such as
uvulopalatopharyngoplasty "*. This suggests that the structure of the musculature of
the lateral wall, primarily within the superior pharyngeal constrictor, has an
important role in the genesis of OSAS. The superior pharyngeal constrictor is a deep-
sited skeletal muscle that forms the superior part of the lateral and posterior

pharyngeal airway. This muscle has an important activity not only during the



pharyngeal closure phase of swallowing, but it is also activated during upper airway
reopening, in the end of apnea. This indicates that the superior pharyngeal constrictor
activation is similar to that of pharyngeal dilator muscles during apnea’.

The observation that patients with OSAS under total paralysis present upper
airway obstruction'’, suggest that OSAS is, at least in part, independent of
neurological or muscular activity. The expected decrease in muscle tone during sleep
does not sufficiently explain upper airway obstruction and the structural components
of the pharyngeal tube, particularly of the lateral muscular plays an important role in
the pathogenesis of OSAS. However, the factors determining the compliance of a
skeletal muscle in the absence of tonus are unknown.

The composition of the extracellular matrix (ECM) of a given tissue has an
important influence on its mechanical and biological properties. The most important
biological role of the ECM is in the integration between cells and tissues, including
cell morphogenesis, development and regulation of cell proliferation. In addition, the
ECM also provides mechanical support, resistance and elasticity to tissues'"'*".
Collagen and elastic fibers form the scaffolding of the connective tissue and
proteoglycans and structural glycoproteins (fibronectin) have important roles in
hydration, resiliency and adhesive properties of the tissues'*'>'°. The ECM of
skeletal muscle, such as the superior pharyngeal constrictor, is organized in levels,
with the endomysial ECM having the most intimate contact with the muscle cells'*"”.
The matrix metalloproteinases (MMPs) are involved in ECM degradation in several

tissues, including the skeletal muscles'>'*

. Modifications of the ECM composition or
of its regulators, either by external or genetic factors, may lead to the onset of

pathological processes'”.



In this study we hypothesized that alterations in the densities of specific ECM
elements could be associated with the progressive collapsibility of the lateral
pharyngeal wall found in upper airway obstruction. To this end we determined and
compared the proportional area of collagen fibers, elastic fibers, proteoglycans
(versican), fibronectin and metalloproteinases 1 and 2 (MMP-1 and MMP-2) in the
endomysium of the musculature of the lateral pharyngeal wall in controls, primary
snorers and patients with OSAS. We further aimed to determine whether ECM

composition in the pharyngeal muscular wall could be related to age or weight.

METHODS

We evaluated 61 patients submitted to palatine tonsillectomy because of
chronic caseous or repeated acute tonsillitis (control group) or palatopharyngoplasty
plus palatine tonsillectomy because of snoring or OSAS at the department of
Otolaryngology of the Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo, between 2005 and 2006. Patients younger than 18 years
old and obese patients (body mass index (BMI) > 30 kg/m?) were excluded.

This study was approved by the Ethics Committee of our institution and signed
informed consent was obtained from all patients enrolled in the study. All patients
were submitted to standard clinical evaluation, including assessment of subjective
daytime sleepiness evaluated by Epworth sleepiness scale, and scores > 10 were
considered excessive daytime sleepiness.

Patients were divided according to clinical characteristics and full
polysomnography findings that was performed within one month before surgery in

three groups: controls, primary snorers and OSAS patients. The controls (14 patients)



had no history of snoring with an apnea-hypopnea index (AHI) < Sevents/hour.
Patients with AHI < 10events/hour with a history of loud snoring and no daytime
somnolence (Epworth<10) were considered primary snorers (18 patients) OSAS (29
patients) was considered present when AHI > Sevents/hour plus excessive daytime
somnolence (Epworth >10). The OSAS group was further stratified into three
subgroups: mild (5<AHI<15/hour, 8 patients), moderate (15<AHI<30/hour, 12
patients) and severe OSAS (AHI>30 /hour, 9 patients).
Tissue preparation

The tonsils were fixed in 10% formaldehyde and paraffin-embedded. The
paraffin blocks were cut into 4 um-thick slices and stained with hematoxylin and
eosin to evaluate the adequacy of the specimen for the study. See online data
supplement for details.

We analyzed the ECM within the muscular fibers adhered to the tonsils, which
is predominantly within the superior pharyngeal constrictor muscle.
Histochemical analysis

For identification of elastic fibers, Weigert’s Resorcin-Fuchsin technique with
oxidation was used as previously described'®.
Immunohistochemical analysis

Collagen type I, collagen type III, versican, fibronectin, MMP-1 and MMP-2
were characterized by immunohistochemical reactions. All sections were stained
during the same staining session using antibodies coming from the same batch. For
negative controls, the primary antibody was replaced by phosphate buffer solution
(PBS) during the staining process. Further information about the immunohistochemistry

can be found in the online data supplement.



Morphometric analysis

The density of the different components of the ECM present in the
endomysium of the lateral pharyngeal wall were quantified through image analysis,
using the Image-Pro® Plus 4.1 for Windows® (Media Cybernetics-Silver Spring,
MD, USA) software connected to a digital camera (JVC TK-C1380 Color Video
Camera, Victor Company of Japan Limited, Japan) and to an optical microscope
(Leica DMR, Leica Microsystems, Wetzlar GmbH, Germany). The specimens were
analyzed at 400x magnification.

The measurements were made by an examiner blinded to the study groups. The
data were used to calculate the mean value of the analysis of 15 fields for each
marker per patient. The values were expressed as percentages (%) of the fractional
positive area of each element of the ECM in relation to the total area of muscle in the
analyzed area.

Statistical Analysis

Data are expressed as medians and interquartile ranges. Statistical analysis was
performed with the SPSS software version 15.0 (SPSS Inc.®, Chicago, IL, USA).
The distribution of the study variables was non-parametric, according to the
Kolmogorov-Smirnov normality. For comparisons between groups, the Mann-
Whitney and Kruskall-Wallis tests were used. To correlate the clinical variables with
the ECM components, the Spearman’s correlation test was used. The level of

significance was set at 5% (p<0.05).



RESULTS

The clinical and polysomnographic characteristics of the patients are shown in
Table 1. The OSAS group was significantly older than the control group (p = 0.02)
and their BMI was higher than those in the control group (p = 0.001) and in the
snorers group (p = 0.001). There was no statistically significant difference regarding
age and BMI among the OSAS subgroups.

H&E staining showed that the skeletal muscle bundles of the superior pharyngeal
constrictor were localized adjacent to the tonsilar tissue, separated by a rim of
connective tissue of variable thickness and small vessels. We only analyzed the
fragments that contained enough musculature for histological analysis (15 fields at
400x) and absence of artifacts, such as bleeding and cauterization effects. Tonsillar
tissue presented hyperplastic follicles, in most of the cases, and there was no
supurative inflammation. No signs of inflammatory cell infiltration within the muscle
tissue were observed in any of the cases analyzed (Figure 1). All the components of the
ECM were sparsely present within the endomysium. Collagen was the most abundant
component, specifically collagen type I (Figure 2A, 2B). Histochemical analysis
revealed that the elastic fibers were organized in slender fibers within muscle cells
individually and existed as small bridges that interconnected the cells and connected
them to the ECM (Figure 2C). Versican (Figure 2D) and fibronectin (Figure 2E) were
the sparsest components in the ECM of the endomysium of the superior pharyngeal
constrictor, present in thin, continuous pericellular distributions. MMP-1 expression in
muscle cells was variable and irregular, both in the same muscle fiber (Figure 2F) and
between cases. The presence of MMP-2 was not observed in the skeletal muscle in any

of the cases and no further quantification was performed.



Histochemistry and immunohistochemistry data on the proportional area of
each component of the ECM are depicted in table 2. There were no significant
differences among the three groups (Table 2). Similar results were obtained when the
analysis was repeated for the OSAS subgroups (data not shown).

There were no significant correlations between the fractional area of the ECM
proteins with gender and polysomnographic data (AHI, minimum oxyhemoglobin
saturation). In contrast, age correlated significantly with the amount of collagen type I
(r=0.419, p = 0.01) and inversely with collagen type III (r = -0.284, p = 0.027). The

BMI inversely correlated with collagen type III (r =-0.311, p = 0.017) (Figure 3).

DISCUSSION

In the present study, we have analyzed the composition of ECM and regulators
in the endomysial region of the superior pharyngeal constrictor muscle in controls,
simple snorers and patients with OSAS. ECM composition of the muscle walls may
have an important role in determining cell activity and function''. To the best of our
knowledge, this is the first study describing ECM composition in the pharyngeal
musculature. The ECM collagen composition was related to patient’s age and BMI.
No differences were observed among the three study groups for any of the
components quantified, suggesting that the density of the endomysial ECM is not
responsible for the progressive compliance of the lateral pharyngeal wall in snorers
and OSAS patients.

In this study, we have shown that collagen type I is the most abundant
component of the ECM in the superior pharyngeal constrictor (6.33%) This is in

agreement with other studies of skeletal muscle in humans, where collagen type I



represented the majority of all types of collagen'. We further observed a significant,
positive correlation between age and collagen type I and a negative correlation
between age and collagen type III. Our results are similar to previous studies on age-
related changes of the cardiac skeletal muscle. Previous studies have shown an
increased concentration of collagen type I’ and a decrease in collagen type III*!
associated with increasing age. Such changes might have functional consequences,
leading to an increase in stiffness, by causing an impaired contractility of the muscle.

In our study we excluded obese patients in order to exclude the well know fact
that obesity is an independent risk factor for OSAS?. Despite that, we found in this
study an inverse correlation between BMI and collagen type III (r =-0.311, p = 0.017),
similar to what occurs with age. There are reports that obesity modifies the turnover of
collagen in cardiac skeletal muscle and might alter the muscle functionality®.

Elastic fibers are important components on tissues that contain elastometric
proprieties™, conferring long range deformability and passive recoil without energy
input®*. One qualitative study reported disorganization of elastic fibers around the
musculus uvulae in patients with OSAS. This alteration was less evident than in the
uvula mucosa and did not have significant, functional correlations®. In our study, we
detected a low content of elastic fibers in the superior pharyngeal constrictor
endomysium and did not detect any differences among groups, age or BMI-related
changes. It is possible that this finding reflects the anatomical configuration and
functionality of that muscle, where no important stretching occurs during swallowing.

Fibronectin and versican were present in small proportions in the endomysium of
the superior pharyngeal constrictor of all studied groups. MMP-1 in superior

pharyngeal constrictor muscle cells had a variable expression among cases and among



muscular fibers and did not differ between groups. Changing amounts of these proteins
in the skeletal muscles seem to be related to pathological conditions such as the
inflammatory and dystrophic myopathies and muscle denervation®®2"2%2>°,

Some histological alterations have been previously identified in patients with
OSAS and in snorers, including inflammation of the mucosa and surface pharyngeal

muSCIeSZS,S' 1,32,33,34

and signs of neurogenic lesions in the oropharynx
musculature®®>> Although mucosal inflammation in the oropharynx has been
observed in patients with OSAS, we did not detect any significant inflammatory cells
at the superior pharyngeal constrictor level. Boyd and colleagues* saw an increase in
inflammatory cells in the mucosal and muscle cells of the soft palate and of the
tonsillar pillars. In that case, inflammation in the muscle cells was only one-fifth of
the amount of inflammation within the mucosa. Muscles with inflammatory

25,31,32,33,34 and were

characteristics in OSAS have been detected by other authors
more superficial in the oropharynx, within the uvula, soft palate and tonsillar pillars.
We believe that the lack of inflammation in superior pharyngeal constrictor, a deep
located muscle in the pharynx, corroborates the idea of an inflammatory role of
habitual snoring that affects the lining tissues of the upper airway predominantly,
with minor consequences to the deeper layers.

Motor denervation of the musculature of the soft palate and/or tonsillar pillars
has been proposed to be involved in the pathogenesis of OSAS*~°. Rats submitted to
skeletal muscle denervation showed an accumulation of collagen type I and type
II1°**, fibronectin® and proteoglycans®® within muscular fibers. We suggest that in

snorers and in OSAS patients, denervation changes, if present, may not lead to

extensive ECM changes at the muscular level.



It is unlikely that our results were affected by methodological errors. To our
knowledge, this is the largest study including ECM quantitative analyses of
pharyngeal muscles in groups of well characterized controls, snorers and OSAS
patients. We have used image analysis to determine the components of the ECM and
MMP in histological sections, avoiding the subjectivity of a semi-quantitative
analysis. We have analyzed muscle fibers adhered to the deep, inner surface of
surgically removed palatine tonsils®®>’. The superior pharyngeal constrictor muscle
is the major component of the tonsillar fossa’. To a lesser extent, part of the
palatopharyngeus muscle may have been present in a few samples, as it may form
part of the tonsillar fossa in some individuals®, although the surgical technique we
used took care to preserve this muscle.

Some patients included in the control group presented with repeated tonsillitis,
but we were careful to exclude patients with a past history of phlegmon or
peritonsillar abscess, preventing inflammatory involvement of the deep musculature
of the lateral wall of the pharynx. Indeed, no muscular inflammatory infiltration was
observed in the controls. We have not examined other muscular compartments such
as the perimysium and epimysium of the superior pharyngeal constrictor. We believe
that the endomysium, having the most intimate contact, has more influence on the
functional and biological properties of muscle cells.

What are the clinical implications of our findings? Surgical procedures such as
the uvulopalatopharyngoplasty aim not only to increase the airway spaces but also to
produce fibrosis, with variable results’. The lack of difference in the ECM
components among controls, snorers and OSAS patients suggests that increasing

fibrosis at the muscular level may not be relevant in the treatment of such diseases.



We believe that a structural alteration in the musculature of the lateral wall of
the pharynx has a key role in the genesis of apnea. Our findings suggest that muscle
ECM is not the predominant mechanism of such structural alteration. Schwab and
colleagues found hereditary characteristics in the thickening of the lateral wall of
patients with OSAS™'. It is possible that OSAS pathogenesis involves a genetic trait
that affects muscle proteins related to contractility*'. Although we have not detected
quantitative alterations in elastic fibers, we cannot exclude the possibility that
alterations at the ultrastructural level occur in OSAS. Sullivan and colleagues
detected a high prevalence of OSAS in patients with Marfan syndrome, a genetic
disease causing marked muscle flaccidity and increased collapsibility of pharyngeal
muscles due to abnormal elastic fibers***.

In summary, histological analysis of the lateral muscular pharyngeal wall of a
large group of patients with sleep disturbances revealed that its ECM composition is
age and weight related but may not be involved in the mechanisms leading to the
collapsibility of the lateral wall of the pharynx. Further studies describing the

composition of skeletal muscle proteins could be useful in understanding the

excessive muscle compliance observed in OSAS patients.
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LEGENDS FOR FIGURES

Figure 1. Hematoxilin and eosin section. Skeletal muscle bundles of the superior
pharyngeal constrictor was localized adjacent to the tonsilar tissue, separated by a
rim of connective tissue of variable thickness and small vessels. Observe the absence
of inflammatory infiltration. t= tonsil, c= connective tissue, v= vessel, spc= superior

pharyngeal constrictor muscle. Scale bar=200um

Figure 2. Transverse histologic sections of endomysial ECM components in the SPC
muscle. (2A) Representative immunohistochemical section of type I collagen (brown
coloration). (2B) Immunohistochemical section of type III collagen (brown
coloration). (2C) Oxidized Weigert resorcin-fuchsin staining shows endomysial
distribution of elastic fibers (slender fibers within muscle cells individually and small
bridges that interconnect the cells and connected them to the ECM) b= bridges (2D)
Immunohistochemical section of MMP-1. Note the variability of MMP-1 expression
in muscle cells, both in the same muscle fiber and between cases. (2E)
Immunohistochemical section of versican. (2F) Immunohistochemical section of
fibronectin. Observe that these two last were the sparsest components of the ECM in

the endomysium. Scale bar = 50pum

Figure 3. Correlation between patient age and collagen type I and type III and BMI
and collagen type III. There was a significant, positive correlation between age and
the amount of collagen type I, and an inverse correlation between age and collagen

type 11, and an inverse correlation between BMI and collagen type III.



TABLES

Table 1. Anthropometric and polysomnographic data of the patients studied Data are

expressed as median and interquartile range.

CONTROL SNORERS OSAS
N=14 N=18 N=29
Male/Female 717 10/8 19/10
Age, years 26 (13) 34 (25) 40 (16)*
BMI, Kg/m2 23.1(5) 24.5 (3) 280(4) T
AHI, events/hour 0.8(2.3) 4.9 (6.4) 185(18.2) ¥
Minimum SaO2, % 89 (5) 88 (8) 82 (12) §

BMI = body mass index; AHI = Apnea-hypopnea index, Minimum SaO, =
minimum oxyhemoglobin saturation.

* p=0.02 in relation to controls, T p =0.001 in relation to controls and snorers, ¥ p
= 0,0001 in relation to controls and snorers, § p = 0.018 in relation to snorers and

controls.



Table 2. Fractional area of the endomysial ECM of the lateral pharyngeal wall in
controls, primary snorers and OSA patients. Data are presented as median and

interquartile range.

Fractional area (%)

ECM components

Controls Snorers OSAS p
Elastic fibers 0.68 (0.01)  0.47(0.00) 0.69(0.01)  0.319
Type | collagen 6.33 (0.05) 7.83(0.03) 7.90 (0.03) 0.331
Type Il collagen 3.98(0.04) 3.69(0.03) 3.67(0.03)  0.451
MMP -1 6.18 (0.08) 4.76 (0.07)  3.69 (0.07) 0.778
Versican 0.32(0.01) 0.18(0.00) 0.21(0.01)  0.104
Fibronectin 0.60 (0.01) 0.75(0.01) 0.72(0.01) 0.573

ECM = extracellular matrix, MMP-1

significance p<0,05

= matrix metalloproteinase 1, level of
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A sindrome da apnéia obstrutiva do sono (SAOS) ¢ reconhecida como um
importante problema de satide publica devido a sua alta prevaléncia (2-4%) e custo
aos orgaos de saude. A prevaléncia de SAHOS aumenta com o aumento da idade e
do indice de massa corporea (IMC) (Young et al., 1993).

A parede lateral da faringe parece ser a estrutura crucial envolvida no colapso
da SAOS. Os pacientes com SAOS tém uma faringe mais estreita e passivamente
mais colapsante, independente da atividade neurologica ou muscular, observada
nos pacientes submetidos a anestesia geral, com paralisia total da musculatura
(Isono et al., 1997). Esta flacidez estd presente na parede lateral da faringe e ¢
associada ao espessamento da musculatura desta regido (Schwab et al., 1995,
Trudo et al., 1988). Ademais, em endoscopias realizadas durante o sono o colapso
da parede lateral ¢ o evento iniciador do colapso durante os episddios de apnéia,
precedendo os movimentos de posteriorizagdo da lingua (Guilleminault et al., 1978).
Acreditamos que a patogénese do colapso seria decorrente ndo da diminuicao da
atividade da musculatura ou falha do mecanismo de compensagao neuromuscular,
mas sim devido a flacidez estrutural do tubo faringeo, especialmente a musculatura
da parede lateral.

Outras importantes evidéncias do papel da parede lateral na SAOS sdo o
mecanismo de acdo do CPAP (continuous positive airway pressure) nasal, o qual
com o aumento da pressdo amplia a faringe lateralmente, reduzindo a espessura da

parede lateral (Schwab et al., 1996) e também a cirurgia de avango maxilomandibular
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que melhora a estabilidade da parede lateral, podendo explicar as elevadas taxas de
sucesso associadas a este tratamento (Li et al., 2002).

As cirurgias que consistem em exérese e reconstrucao dos tecidos da superficie da
faringe, como a uvulopalatofaringoplastia tem maus resultados (American Sleep
Disorders Association, 1996), em oposi¢do as cirurgias que atuam na musculatura
profunda da parede lateral, como o avango maxilomandibular e a faringoplastia lateral
(Li et al., 2002; Cahali, 2003; Cahali et al., 2004). Isto sugere que a estrutura da
musculatura profunda da parede lateral, constituida majoritariamente pelo constritor
superior da faringe (CSF), tem uma implicagdo relevante na génese da SAOS.

O CSF ¢ um musculo esquelético que forma a porcdo superior das paredes
lateral e posterior da faringe (Hollinshead, 1994) e tem uma importante atividade
durante o fechamento da faringe na degluticao. Contudo, foi detectada uma ativagcao
eletromiografica do CSF durante a reabertura da faringe, no final da apnéia,
indicando que sua ativacdo ¢ semelhante ao comportamento dos dilatadores
faringeos. (Kuna, Smickley, 1997).

Estudos da matriz extracelular (MEC) nos tecidos t€ém se tornado frequentes na
literatura nas ultimas décadas, haja vista sua influéncia nas propriedades funcionais e
mecanicas dos tecido, como por exemplo: em casos de doengas do musculo esquelético
do coragdo ha aumento do colageno, fibrose, espessamento e rigidez muscular levando a
um déficit de relaxamento (Hayashi et al., 1998). O mais importante papel bioldgico da
MEC ¢ a integracdo entre as células e os tecidos, influenciando multiplas fung¢des
celulares, como morfogénese, desenvolvimento, regulagdo da proliferagdo celular. Além
disso, a MEC promove suporte mecanico, resisténcia e elasticidade aos tecidos (Labat-

Robert et al., 1988; Pardo, 1996; Kovanen, 2002).
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A composicdo da matriz extracelular ¢ dada por quatro componentes: o
colageno, a elastina, os proteoglicanos e as glicoproteinas estruturais (como a
fibronectina e laminina). O colageno e a elastina formam o arcabougo fibroso do tecido
conectivo, enquanto os proteoglicanos e as glicoproteinas estruturais preenchem o
intersticio e fazem a interface entre a célula e a MEC (Labat-Robert et al. 1990).
As metaloproteinases estdo implicadas na degradacdo dos componentes da MEC
(Pardo, 1996). A MEC do musculo esquelético se organiza em niveis, sendo o
endomisio o de maior contato com a célula muscular (Kovanen, 2002). Modificacdes
na MEC, por alteracdo nos seus componentes, no colageno, fibras elasticas,
proteoglicanos, versican, metaloproteinases, seja por fatores externos, genéticos, ou
inflamagdes, podem alterar o comportamento celular levando a instalagdo de
processos patologicos (Labat-Robert et al., 1990).

As fibras colagenas, devido as suas propriedades estruturais, conferem coesao e
forca mecanica aos tecidos musculares e funcionam, ainda, como um sistema
elastico, amortecendo o estresse da contragdo, bem como contribuindo para a efetiva
contragao no musculo e tendao (Takala, Virtanen, 2000). O coldgeno além de ser o
componente mais abundante da MEC, constitui cerca de 20-25% de todas as
proteinas do corpo (Waterlow et al., 1978). Os tipos I e III do colageno sdo os mais
abundantes no musculo esquelético (Kovanen, 2002), sendo que o tipo I confere
resisténcia, enquanto o tipo III, mais elasticidade aos tecidos (Junqueira, Carneiro,
2005). Nas situacdes de fibrose muscular, como a distrofia de Duchene observa-se
um aumento da expressdo destes componentes no musculo, sugerindo um processo
de remodelamento tecidual, que altera as propriedades funcionais do musculo

(Foidart et al., 1981).
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O sistema elastico ¢ formado pelas fibras oxitalanicas, eaulinicas e elasticas, com
quantidades crescentes de elastina. As fibras elésticas, que contém grande quantidade
de elastina, atuam absorvendo o choque do estiramento e compressao dos tecidos,
enquanto os outros tipos de fibras do sistema eldstico estdo associadas a resisténcia
mecanica (Cotta-Pereira et al., 1976). Algumas entidades estdo associadas a alteragdes
funcionais das fibras elasticas. A doengca de Marfan, por exemplo, ¢ causada por
mutagdes no gene da fibrilina, que ¢ um componente das fibras elasticas, causando
uma flacidez nos musculos esqueléticos, e interessantemente, observa-se uma alta
prevaléncia de SAOS nestes pacientes € um aumento da colapsibilidade da via aérea
superior (Cistulli Sullivan, 1993; Cistulli, Sullivan, 1995; Ramirez, 1999). Ainda
alteracdes qualitativas como, desorganizacdo das fibras elasticas na musculatura da
uvula, foi também detectada nos pacientes com SAOS (Séries et al., 2004).

Os proteoglicanos sdao um grupo heterogéneo de proteinas ligadas a uma ou
mais cadeias de glicosaminoglicanos. Podem ligar-se aos proprios componentes da
MEC ou mediar ligagdes entre a célula e a MEC, contribuindo com a atividade de
adesdo celular, regulacao da motilidade celular, crescimento e diferenciacao tecidual
(Ruoslahti, 1989). Apresentam, ainda, uma fun¢ao biologica de hidratacdo dos
tecidos, criando um edema intersticial e conseqiiente aumento da resisténcia contra
forcas de compressdo (Yanagashita, 1993). Existe uma diversidade de tipos de
proteoglicanos identificados, dentre estes, o grande proteoglicano de agregacao
chamado versican, que esta presente, em geral, na MEC do musculo esquelético,
particularmente no endomisio (Bode-Lesniewska et al., 1996).

O processo de degradagdo ou catabolismo dos componentes da MEC ¢

responsabilidade das metaloproteinases (MMPs), que representam uma classe de



Introdugdo 6

enzimas, zinco-dependentes, que t€ém um papel em processos normais e patoldgicos,
incluindo embriogénese, cicatrizacdo de feridas, inflamacdo, artrite e neoplasias
(Massova et al., 1998; Nagasse, Woessner, 1999). Uma vez que a MEC funciona
como uma barreira a migragao celular, a sua degradacgao facilita a migracao celular e,
altera o microambiente da MEC e o comportamento das células de dao tecido,
levando a proliferacao, apoptose ou morfogénese, e ainda, a modulagdo da atividade
de moléculas biologicamente ativas (como os fatores de crescimento) (Vu, Werb, 2000).
No musculo esquelético, as MMPs interferem no crescimento, desenvolvimento e
nos processos funcionais e patologicos das fibras musculares. Observa-se aumento da
expressao das MMPs em miopatias inflamatorias, e fibréticas, como a distrofia de
Duchene (Kiesseier et al., 2001; Carmeli et al., 2004).

A fibronectina ¢ definida como uma glicoproteina grande que pode ser
encontrada na corrente sanguinea na forma soltvel e nos tecidos conectivos na forma
insoluvel. Ela tem a propriedade de se ligar aos coldgenos tipos I, II e III,
proteoglicanos, heparina, acido hialuronico, fibrina, componentes da superficie
celular e parede celular das bactérias, tendo um papel de organizar a formagdo da
MEC, atuando como proteina de adesdo para um crescimento ordenado e
posicionamento adequado das células (Mosher, Furcht, 1981). O aumento da sintese
de fibronectina pode ser encontrado nos processos de desenvolvimento, injuria
tecidual ou remodelamento (Scheler et al., 1998). No musculo esquelético, observa-
se a fibronectina no endomisio e perimisio de musculos normais e seu acimulo nos
musculos desnervados e/ou atrofiados, e também esta presente nos musculos
regenerados e isquémicos (Salonen et al., 1985; Willems et al., 1996; Kannus et al.,

1998; Gulati et al., 2004).
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Existe uma evolu¢dao da respiragdo noturna normal em dire¢do ao ronco e
SAOS que envolve aumento da flacidez da parede lateral. O papel da MEC nas
propriedades estruturais da musculatura faringea ¢ desconhecido. Nao se conhecem
os fatores determinantes da complacéncia de um musculo esquelético na auséncia de
tonus. O estudo de Schwab (1995), sugere que a maior espessura da parede lateral
muscular esta relacionada com uma maior complacéncia. Talvez a MEC desempenhe
um papel relevante neste aspecto. Nao encontramos estudos de quantificacdo dos

componentes da MEC na musculatura da parede lateral da faringe.

1.1 OBJETIVOS

E de fundamental importancia o conhecimento da histoarquitetura da
musculatura da parede lateral da faringe para elucidar as altera¢des estruturais e
funcionais desta regido em portadores de SAOS, roncadores simples e controles ndo

roncadores. Para isto desenvolvemos este estudo com o objetivo de:

1- Descrever a composi¢do da MEC do endomisio da musculatura da parede lateral
da faringe em pacientes com SAQOS, em roncadores simples € em controles ndo
roncadores sem SAOS;

2- Comparar a densidade dos componentes da MEC entre os trés grupos em estudo;

3- Verificar a influéncia dos fatores antropométricos (idade, indice de massa

corpdrea) na composicdo da MEC.
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2.1 ESTRUTURA DA PAREDE LATERAL DA FARINGE

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

Gnepp, Souther (2000) avaliam a incidéncia de musculo esquelético em
amostras de tonsilas de 50 pacientes submetidos a tonsilectomia por hiperplasia
tonsilar, divididos em dois grupos, retrospectivo e prospectivo, respectivamente.
Observam que o musculo esquelético ¢ muito freqiientemente encontrado em 83%
das tonsilas no primeiro grupo e 100% no segundo e sdo localizados profunda ou
lateralmente ao tecido linféide hiperplasico e classificados, na maioria dos casos,
como abundantes em ambos os grupos. Afirmam que o achado do tecido muscular
nas tonsilas ndo ¢ resultado de técnica cirurgica inapropriada ou agressiva, nao
explicando qualquer complicagdo cirtrgica.

Erkili¢ et al. (2002) observam uma incidéncia de 89% de musculo esquelético

em amostras de tonsilas de 1120 casos de pacientes com idades entre 1 més e 73 anos
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submetidos a tonsilectomia e restrospectivamente avaliados. Na maior parte dos
casos o tecido muscular ¢ quantificado como multifocal e abundante.

Ohtsuka (2002) et al. através de estudo anatomico e histologico em 83
cadaveres humanos, descrevem a composi¢do muscular de 107 leitos tonsilares e
observam uma importante variabilidade anatomica entre os individuos e entre os dois
lados de um mesmo individuo. Detalham trés tipos de relacdes musculares com as
tonsilas palatinas: tipo B, encontrado em 55,1% dos espécimes, formado pelo musculo
constritor superior e parcialmente pelos musculos estilofaringeo e palatofaringeo;
tipo C, encontrado em 21,5% das amostras, composto pelo misculo constritor superior
e um espaco com auséncia de leito muscular, mantendo a capsula tonsilar proxima a
estruturas vasculo-nervosas e; o tipo A, observado em 23,4% dos casos, formado quase
completamente pelo musculo constritor superior e lateral a este o estiloglosso.
Analisam ainda, histologicamente a capsula tonsilar, que foi claramente definida como
uma camada espessa de tecido conectivo aderida intimamente a tonsila, em alguns
casos, enquanto em outros, foi visto apenas um tecido conectivo mais frouxo entre a
tonsila e a camada muscular. Sugerem que a capsula tonsilar pode ser confundida com

o tecido de revestimento da musculatura do leito tonsilar.
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2.2 EPIDEMIOLOGIA DA SAOS E TRATAMENTO CIRURGICO

A American Sleep Disorders Association (1996) afirma que a
uvulopalatofaringoplastia pode ser indicada nos pacientes com estreitamento
retropalatal, ressaltando que uma boa avaliacdo pré-operatoria ndo garante o sucesso
do tratamento e que a eficicia dessa cirurgia ¢, geralmente, variavel.

Young et al. avaliam uma populacdo de 602 individuos entre 30 e 60 anos e
estimam que a prevaléncia da SAOS ¢ 2% em mulheres ¢ 4% em homens.
Observam que esta prevaléncia aumenta com a com o aumento da idade e com o IMC
(indice de massa corpdrea). Estes ultimos sdo considerados fatores de risco para o
desenvolvimento da SAOS.

Cahali (2003) descreve uma nova técnica cirurgica para tratamento do ronco e
SAOS que manipula diretamente a musculatura da parede lateral da faringe,
especificamente, o musculo constritor superior da faringe, com o objetivo de dar
suporte a esta regiao.

Cahali et al.(2004) dividem 27 pacientes com indicagdo cirrgica para
trataemnto da SAOS, randomicamente em dois grupos: uvulopalatofaringoplastia e
faringoplastia lateral. Observam ap6s comparar as duas técnicas, que a faringoplastia
apresenta resultados superiores tanto clinicos, quanto polissonograficos.

Quilliot et al., (2005) relatam que a obesidade modifica o turnover de

colageno no musculo esquelético cardiaco, podendo alterar sua funcionalidade.
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2.3 PAPEL DA MUSCULATURA DA PAREDE LATERAL DA

FARINGE NA FISIOPATOLOGIA DA SAOS

Guilleminault et al. (1978), através de estudo por nasofibroscopia associado a
polissonografia durante o sono, demonstram que o colapso durante os episodios de
apnéia ocorrem sempre na orofaringe, € se inicia com a progressiva oposi¢ao de suas
paredes laterais e posteriores, precedendo os movimentos posteriores da lingua.
Analisam ainda que em pacientes normais durante o sono ha reduzido nivel de
atividade eletromiografica dos musculos constritores faringeos, mas ocorrem
contragdes inspiratorias do musculo estilofaringeo. Nos pacientes com SAOS,
contudo, durantes as apnéias, os autores notam uma reducao significante ou auséncia
completa da atividade eletromiografica dos musculos palatoglosso, palatofaringeo,
genioglosso, constritor superior e inferior da faringe e estilofaringeo, sem alteracdes
na atividade do estilo-hidide e constritor inferior da faringe.

Schwab et al. (1995) avaliam, através de ressonancias magnéticas, a via aérea
superior de pacientes com SAOS moderada ou acentuada, de roncadores primarios
ou com SAOS leve e de voluntarios sem roncos ou SAOS, verificando que, em todos
0s grupos, a area mais estreita da faringe ¢ a retropalatal e, examinando esta érea,
observam que as pessoas sem roncos ou SAOS tém uma area retropalatal maior que a
dos outros grupos as custas de uma maior dimensdo lateral da luz da faringe.
Ressaltam que o estreitamento lateral observado nos grupos com roncos ou SAOS
deve-se ao espessamento das paredes laterais musculares da faringe e ndo a

alteracdes esqueléticas e nem a deposicao de gordura nos espacos latero-faringeos,
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nao apoiando o conceito de compressao extrinseca da faringe causando a redugao da
via aérea superior na SAOS.

Schwab et al. (1996) estudam, através de ressonancias magnéticas, os efeitos
do CPAP nasal na via aérea superior de 10 individuos sem SAOS ou roncos, em
vigilia, e demonstram que o aumento da pressao deste aparelho amplia a faringe
lateralmente e reduz a espessura da parede lateral da faringe, tendo minima agdo
sobre o palato mole e a lingua.

Kuna, Smickley (1997) investigam, eletromiograficamente, a ac¢do do
musculo constritor superior da faringe em 18 pacientes com SAOS acentuada e
notam que a atividade deste musculo decresce, ou some, no inicio das apnéias e
também durante o uso do "CPAP" nasal e, ao término das apnéias, ele apresenta
ativacdo durante a inspiragdo, semelhante ao comportamento dos dilatadores
faringeos. Reforcam o conceito de que a contragcdo dos constritores faringeos nao ¢
necessaria para causar apnéias e sugerem que, com a faringe fechada, a contragao do
musculo constritor pode reduzir a sua propria espessura e, paradoxalmente, dilatar a
via aérea superior.

Isono et al. (1997) estudam 40 pacientes com SAOS e 17 controles pareados pelo
IMC (indice de massa corporea) sob anestesia geral, com paralisia total da musculatura.
Estabelecem a relag@o entre a pressdo de fechamento da faringe e sua area, através da
inducdo de apnéia temporaria e submissdo a variagcdes de pressdo controladas pelo
examinador, e concluem que a faringe dos pacientes com SAOS ¢ estruturalmente mais
estreita ¢ também mais colapsavel do que a dos pacientes sem SAOS. Supdem que a
reducgdo da luz da faringe ndo seria atribuida a diminui¢do da atividade da musculatura

dilatadora, mas sim devido a flacidez estrutural do tubo faringeo.
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Trudo et al. (1998) evidenciam através de avaliagdes por ressondncia
magnética em pacientes normais, comparando o sono com a vigilia, que o volume e a
area retropalatal diminuem significativamente durante o sono, o que ndo ocorre com
a area retroglossal, e ainda, que este estreitamento ¢ atribuido a um aumento da
espessura da parede lateral muscular da faringe.

Li et al. (2002) estudam, através de endoscopias faringeas e radiografias
cefalométricas laterais, 12 pacientes com SAOS tratados cirurgicamente com
avancamento maxilomandibular. Notam que ambos os exames comprovam haver
reducdo no estreitamento da via aérea apoOs as cirurgias e que, apesar de haver
melhora no retroposicionamento da base da lingua, a melhora na estabilidade da
parede lateral da faringe ¢ a alteracdo mais relevante encontrada. Sugerem que estes
achados podem explicar o elevado sucesso alcangado com o avango maxilomandibular
no tratamento da SAOS.

Schwab et al. (2006), por meio de estudo por ressonancia magnética
volumétrica em pacientes com SAOS e controles irmados e em pacientes com SAOS e
controles ndo parentes confirmam que algumas caracteristicas como aumento de
volume da parede lateral da faringe tém carater hereditario, com comprovada

agregacao familiar.
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2.4 ALTERACOES HISTOLOGICAS NA MUSCULATURA DA

VIA AEREA SUPERIOR

Woodson et al. (1991) estudam amostras da tvula e parte distal do palato mole
de 8 pacientes divididos entre roncadores sem SAOS e com apnéia severa submetidos a
uvulopalatofaringoplastia, e de 4 caddveres, sem historia prévia de roncos continuos.
Demonstram altera¢gdes musculares como fibrose intersticial, com atrofia e/ou hipertrofia
das fibras musculares, tantos nos pacientes roncadores, como nos apnéicos, sem
diferenca estatistica. Sugerem que estas alteragdes sejam conseqiientes ao trauma
vibratorio causado pelo ronco, e que a hipertrofia muscular se ocorrer de forma
disseminada pode espessar as paredes musculares, afetando a permeabilidade da faringe.

Sekosan et al. (1996) identificam um aumento da contagem de células
inflamatorias na mucosa da uvula de pacientes com SAOS. Supdem que a inflamagao
contribui para a oclusdo da via aérea superior , durante o sono nestes pacientes.

Ferini-Strambl et al. (1998) analisam morfologicamente o musculo constritor
médio da faringe, através de biopsias em 22 pacientes com SAOS e sem SAOS ou
roncos, com neoplasia de laringe durante laringectomia total. Notam uma
despropor¢do entre os tipos de fibras musculares, com alto percentual de fibras de
contracdo rapida, tipo IIA e baixo percentual de fibras de contracdo lenta, tipo I nos
pacientes com SAOS. Acrescentam aos pacientes em estudo bidpsia do musculo
vasto lateral, com proporcional distribuicdo dos tipos de fibras entre os dois grupos.
Fazem a hipdtese de que esta patologia muscular seletiva da faringe de pacientes com
SAOS seja decorrente de uma adaptacdo das fibras musculares induzida pela

sobrecarga de atividade requerida nestes pacientes.
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Friberg et al. (1998) realizam bidpsias do musculo palatofaringeo em
21 pacientes com roncos e/ou SAOS submetidos a uvulopalatofaringoplastia e
10 pacientes controles submetidos a tonsilectomia. A analise morfologica mostra
grande variabilidade no tamanho das fibras musculares, fibras rompidas, além de
sinais de especificos de lesdao neurogénica, denotada pela atrofia muscular, em grau
significantemente aumentado nos doentes, enquanto que os controles exibem
anormalidades leves. Mostram que o grau destas alteracdes morfoldgicas se
correlaciona significantemente com a obstrugao respiratoria.

Carrera et al. (1999) estudam amostras de biopsias de musculo genioglosso
em trés grupos: pacientes com SAHOS na ocasido do diagnostico, pacientes com
SAOS em uso de "CPAP" ha pelo menos um ano e pessoas sem SAOS. Os autores
encontram algumas alteracdes estruturais e funcionais, como maior fatigabilidade
muscular e uma despropor¢cdo dos tipos de fibras musculares, com aumento
significante das fibras tipo II nesses musculos, nos casos de SAHOS sem tratamento,
havendo total correcao dessas alteracoes com o uso do "CPAP". Devido a isso,
sugerem que as anomalias encontradas nos musculos genioglossos sao uma
conseqiiéncia e nao causa da SAOS.

Séries et al. (2000) comparam morfologicamente, através de analise
histoquimica, a musculatura da tivula em pacientes com SAOS e roncadores e
encontram que apesar dos pacientes com SAOS exibirem uma alta propor¢ao de
fibras tipo IIA, a freqiiéncia de distribuicdo por area das fibras musculares entre os
dois grupos foi semelhante. Sugerem que as apnéias ndo parecem causar um dano

adicional a via aérea, comparado ao trauma vibratdrio do ronco sozinho.
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Lindman, Stal (2002) analisam os musculos palatofaringeo e da tivula de 11
pacientes submetidos a uvulopalatofaringoplastia com roncos e/ou SAOS e 5 cadaveres
como controles, e percebem uma distribuicdo patoldgica dos tamanhos das fibras
musculares, aumento da propor¢do de fibras musculares tipo Ila e achados
compativeis com miopatia, com sinais de injuria e regeneracao tecidual.

Paulsen et al. (2002) observam por meio de andlise imunohistoquimica uma
infiltragdo inflamatoria na mucosa da tvula de pacientes roncadores e apnéicos.
De acordo com seus achados, consideram relevante a hipdtese de ocorrem alteragdes
estruturais progressivas na mucosa causada pelo trauma vibratorio do ronco.

Boyd et al. (2004) encontram evidéncias de um processo ativo de
desnervagdo e reinervagdo, ¢ um aumento de células inflamatorias em amostras de
musculos dos pilares tonsilares e/ou palato mole dos pacientes com SAOS, em
relagdo aos controles ndo roncadores. Sugerem que estes distirbios neurais eferentes

podem produzir disfungdo contratil e fraqueza muscular.

25 PAPEL DA MATRIZ EXTRACELULAR (MEC) NO

MUSCULO ESQUELETICO

Labat-Robert, Robert (1988) referem que o papel bioldgico mais importante
da MEC ¢ a integragdo das células nos tecidos, dos tecidos nos 6rgaos e dos 6rgaos
em todo o organismo. A MEC influencia o comportamento celular através do contato
entre a MEC e o genoma mediada por seus componentes, ou seja, glicoproteinas
estruturais, macromoléculas (coldgeno, proteoglicanos, elastina) e ainda por

receptores transmembrana.
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Labat-Robert et al. (1990) descrevem que a matriz extracelular ¢ composta
por 4 componentes: o colageno, a elastina, os proteoglicanos e as glicoproteinas
estruturais (como a fibronectina, laminina). O colageno e a elastina formam o
arcabouco fibroso do tecido conectivo, enquanto que os proteoglicanos e as
glicoproteinas estruturais preenchem o intersticio, ou seja, o espago entre as fibras do
arcabouco, ¢ fazem a interface entre a célula e a matriz extracelular. Estes autores
ilustram que a MEC ¢ formada de acordo com fatores geneticamente determinados e
interfere diretamente na célula regulando seu funcionamento. Concluem que
modificagdes na MEC, seja, por fatores externos ou inflamagdes, podem alterar o
comportamento celular, levando a instalagao de processos patologicos.

Pardo, Selman (1996) definem a MEC como um complexo insolavel de
proteinas e carboidratos encontrados fora do ambiente celular e entre as estruturas
epiteliais e endoteliais, de animais multicelulares. Consideram a MEC como tendo
um papel essencial em maultiplas fungdes celulares, incluindo morfogénese e
desenvolvimento € o maior participante da regulacdo da proliferacdo celular,
diferenciagdo, migracdo e adesdo. Discutem que equilibrio dinamico da MEC ¢
conseqiiéncia de um balango entre a sintese e a degradagdao de seus componentes e
uma remodelacao desequilibrada das moléculas da MEC tem sido associada a alguns
processos patolégicos.

Segundo Takala, Virtanen (2000), a MEC do musculo esquelético tem sua
funcdo dinadmica durante a diferenciagdo e o crescimento muscular e serve como
estrutura de suporte ao musculo e ao tendao.

Kovanen (2002) detalha que a MEC intramuscular tem normalmente trés

niveis de organizagdo: o epimisio, ou fascia, que envolve o musculo esquelético por
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inteiro; o perimisio que une unidades funcionais maiores chamadas feixes, que ¢ o
conjunto de fibras musculares; ¢ o endomisio que recobre uma fibra muscular
individual, adjacente & membrana basal da célula muscular e a camada reticular, que
¢ uma rede de colageno formando uma continuidade entre a membrana basal das

células musculares vizinhas.

25.1 PAPEL DAS FIBRAS COLAGENAS NO MUSCULO ESQUELETICO

Segundo Waterlow et al (1978) o colageno ¢ a proteina mais abundante da
MEC, constituindo cerca de 20-25% de todas as proteinas do corpo.

Kurosu (1979) demonstra a distribuicdo dos tipos de colageno no musculo
esquelético de humano e observa a composicao de 80% de colageno tipo I, 19% do
tipo III e 1% do colageno tipo IV.

Foidart et al (1981) estudam a distribuicao do colageno I, III e IV em musculo
esquelético normal e fibrotico de humanos através da técnica de imunofluorescéncia.
Observam que no musculo normal o coldgeno tipo I, IIl e fibronectina foram
encontrados no endomisio e perimisio, € o colageno tipo IV se restringiu a membrana
basal. J& nos pacientes com distrofia muscular de Duchene, dermatomiosite e
polimiosite, houve um aumento significante na fibrose do endomisio e perimisio,
as custas do deposito do colageno tipo I, III e fibronectina nestas regides.

Sawai (1982) observa o efeito da desnervacdo em musculo esquelético de
ratos e encontra um aumento na formacao de fibras colagenas imaturas, responsavel

por uma fibrose progressiva.
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Montes, Junqueira (1988), se referem a dois métodos principais para
identificacdo do colageno, a imunohistoquimica ¢ o método da Picrossirius-
polarizacdo, que contribuem significativamente para uma melhor compreensao da
fungdo e biologia do colageno.

Tsuji (1989) demonstra que apds neurectomia em ratos ha um acimulo de
colageno tipos I e Il no musculo esquelético, com formagao de tecido fibrotico.

Montes, Junqueira (1991) descrevem o método da Picrossirius-polarizacao,
que consiste na coloragdo tecidual pelo Sirius Red, para identificacdo do colageno,
através do aumento da birrefringéncia normal, especifica para estruturas colagenosas,
compostas de agregados de moléculas orientadas. Trata-se, segundo os autores, de
um método, simples, sensivel, confiavel e barato, que permite ainda, uma localizagao
e caracterizagao precisa das fibras de colageno nos tecidos, obtendo uma boa
correlagdo entre os achados morfoldgicos e histoquimicos.

Montes (1996) relata que o termo coldgeno se refere a uma familia de
glicoproteinas que contém diferentes entidades histologicas, como fibras coldgenas,
fibras reticulares, membrana basal, dentre outras. Descreve ainda o método da
resorcina-fucsina de Weigert com oxidagao prévia, como uma técnica sensivel para
identificacao de todos os tipos de fibras elasticas.

Hayashi et al. (1998) relacionam a cardiomiopatia restritiva idiopatica a um
aumento na expressdo do colageno tipo III, levando possivelmente a um
espessamento do ventriculo esquerdo, e da metaloproteinase-1, provavelmente
envolvida na fisiopatologia desta entidade.

Takala, Virtanen (2000) descreve que o colageno origina ligagdes entre o

musculo e seu tecido colagenoso associado, como os tenddes e as fascias e também
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entre células musculares individuais e entre as células e os pequenos vasos e nervos
adjacentes. Esta estrutura confere coesdo e forca mecanica aos tecidos e funciona
ainda como um sistema clastico, amortecendo o estresse da contragdo, bem como
contribuindo para a efetiva contragdo no musculo e tenddo. A for¢a de tensdo
conferida pela molécula do coldgeno ¢ baseada nas ligacdes cruzadas intra ou
intermoleculares e na orientacao ¢ densidade das fibrilas e fibras. Acrescentam ainda
que o colageno, assim como os outros componentes da MEC ajustam-se ao micro-
ambiente ao redor das fibras musculares e participam do crescimento das células e
regeneragao tecidual apos o dano.

Kovanen (2002) detalha que mais de 19 tipos distintos de colageno tem sido
encontrados nos vertebrados. A propriedade comum a todos os colagenos ¢ que sao
formadas por trés cadeias de polipeptideos, chamadas cadeias o, reunidas em uma
estrutura helicoidal em tripla hélice, que podem ser continuas ou interrompidas.
No musculo esquelético o coldgeno ¢ principalmente presente em 3 formas fibrilares,
colageno tipo I, III e V, e uma forma nao fibrilar, o tipo IV na membrana basal.
Destes os mais abundantes no musculo esquelético sao os tipos I e III. O colageno ¢
sintetizado principalmente pelos fibroblastos nos ribossomos do reticulo
endoplasmdtico rugoso, € ocorre uma séric de modificagdes nas cadeias de
polipeptideos, que contribui para qualidade e estabilidade da molécula do colageno.
A degradagdo do colageno ¢ dada pelas metaloproteinases da matriz (MMPs), a nivel
extracelular, que por sua vez ¢ regulada pelos tecidos inibidores das
metaloproteinases (TIMP). A expressio das MMPs ¢ aumentada em geral, em
processos envolvendo remodelacdo tecidual e migracao celular, como cicatrizagao de

feridas, inflamagoes.
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Junqueira, Carneiro (2005) descrevem que os colagenos tipos I e III sdo do
tipo fibrilar, ou seja, formam fibras. O coldgeno tipo III apds secretado no meio
extracelular, tem suas moléculas associadas paralelamente formando fibrilas, que
novamente se agrupam gerando delgadas fibras, chamadas fibras reticulares, com
1-4pum de diametro, visiveis ao microscopio Optico. No colageno tipo I, o processo
val mais adiante, constituindo fibras mais espessas, que em geral se associam,
formando feixes de fibras com até¢ 20um, chegando ao que habitualmente se chama
de fibras de colageno. O colageno tipo III ¢ encontrado principalmente em tecidos
que alteram seu volume e forma com freqiiéncia, conferindo a estes tecidos uma
elasticidade limitada importante para estes 6rgaos. O colageno tipo I apresenta fortes

ligagdes entre suas fibrilas, promovendo resisténcia aos tecidos.

252 PAPEL DAS FIBRAS ELASTICAS NO MUSCULO ESQUELETICO

Ross (1973) demonstra que a fibra elastica ¢ composta por microfibrilas,
cerca de 8% e por elastina em aproximadamente 92%, sendo principalmente este
ultimo componente que confere propriedades elastoméricas aos tecidos.

Cotta-Pereira et al. (1976) descrevem o sistema elastico, por meio de estudo
em pele humana por microscopia oOptica e eletronica. Utilizando microscopia optica
detectam trés tipos de fibras: oxitalanicas, eaulinicas e elasticas, com diferentes
didmetros e caracteristicas tintoriais, distribuidas em camadas superficial,
intermediaria e profunda da derme respectivamente. A microscopia eletronica
acrescenta que as fibras oxitalanicas sdo formadas por feixes de microfibrilas

tubulares, enquanto que as eaulinicas apresentam material amorfo esparso ¢ nas
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elasticas este componente ¢ abundante e compacto com reduzida quantidade de
microfibrilas. Concluem que os trés tipos de fibras correspondem provavelmente a
estagios consecutivos do desenvolvimento do sistema elastico e especulam que as
fibras elasticas, devido a sua grande quantidade de elastina, atuem absorvendo o
choque do estiramento e compressao dos tecidos, enquanto as fibras superficiais
estariam associadas a resisténcia mecanica.

Cistulli, Sullivan (1993) estudam a prevaléncia de SAOS em 25 pacientes
com doenca de Marfan (doenca autossomica dominante caracterizada por alteracao
no tecido conectivo dos musculos esqueléticos, olhos e sistema cardiovascular),
comparado ao grupo controle, pareados por idade, altura e peso. Mostram que 64%
dos pacientes com doenca de Marfan apresentam IAH > 5 com uma média de 20 +/- 3
e confirmam a elevada prevaléncia de SAOS nos pacientes com esta patologia.

Cistulli, Sullivan (1995) observam um aumento da colapsibilidade da via aérea
superior durante o sono em 12 pacientes com doenca de Marfan, destes, 10 também
apresentavam SAOS de acordo com a polissonografia, em relagdo aos controles. Os
autores supdem que este aumento na colapsibilidade da via aérea, esteja possivelmente
relacionado ao tecido conectivo defeituoso, caracteristico desta desordem.

Montes (1996) considera o método de coloragao da resorcina fucsina de
Weigert com oxidagdo prévia o mais sensivel, em microscopia optica, com detecgao
dos trés tipos de fibras do sistema elastico, eaulinicas, oxitalanicas e elasticas.

Ramirez et al. (1999) dicorrem que a fibrilina 1 ¢ um importante componente
das microfibrilas e pode existir associada a elastina formando as fibras elasticas, ou
isoladamente e detalham que altos niveis de mutagdes dominantes na fibrilina sdo

necessarios para causar a doenga de Marfan, com seus varios fenétipos de apresentagao.
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Kielty et al. (2002) referem que as fibras elasticas conferem aos tecidos uma
grande capacidade de deformabilidade e recolhimento passivo, sem o gasto de
energia. Discutem que as fibras elasticas de acordo com seu arranjo apresenta
fungdes especificas em diferentes tecidos. Exemplifica a aorta e as artérias elasticas,
que devido a sua disposi¢ao conferem elasticidade e resisténcia a parede dos vasos;
nos pulmdes estdo presentes como fina camada na arvore respiratdria, e suportam a
expansdo e recolhimento alveolar; nas cartilagens articulares a rede de fibras
elasticas associada as fibras colagenas respondem pela deformabilidade do tecido.
Referem que as propriedades funcionais e biomecanicas das fibras eldsticas sao
fornecidas pela elastina e ndo pelas microfibrilas.

Séries et al. (2004) investigam histologicamente, por meio de
imunohistoquimica, a uvula dos seguintes grupos de pacientes: roncadores, SAOS
com IMC equivalente aos roncadores e SAOS com obesidade. Percebem uma
desorganizacdo no arranjo das fibras elasticas da parte distal da uvula, mais
significante na mucosa em relagdo ao musculo, de pacientes com SAOS
independente do peso. Percebem que o grau de desorganizagdo ao redor do musculo
da uvula, ndo apresenta correlagdes funcionais significantes. Concluem que a SAOS

¢ associada a alteracgdes estruturais da MEC dos tecidos da via aérea superior.

2.5.3 PAPEL DOS PROTEOGLICANOS NO MUSCULO ESQUELETICO

Ruoslahti (1989) conceitua os proteoglicanos como um grupo heterogéneo de
proteinas ligadas a uma ou mais cadeias de glicosaminoglicanos. Os proteoglicanos
podem ocorrer em diversos tamanhos e formas, e sua Unica caracteristica comum

parece ser a presenca dos glicosaminoglicanos. Podem ligar-se aos proprios
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componentes da MEC, mediar ligacdes entre a célula e a MEC e capturar moléculas
soluveis como fatores de crescimento na MEC e na superficie celular, podendo desta
forma contribuir com a atividade de adesdo celular, e ainda na regulacdo da
motilidade celular, crescimento e diferenciagao tecidual.

Fadic et al. (1990) isolam proteoglicanos de musculo esquelético de ratos e
estudam as alteragdes pos-desnervagdo muscular. Observam que ocorre um aumento
da incorporacao de glicosaminoglicanos (sulfatos) aos proteoglicanos da MEC do
musculo esquelético e, por isso, inferem que a desnervagdo leva a um aumento da
sintese dos proteoglicanos.

Yanagishita (1993) revisa a estrutura e fun¢do dos proteoglicanos. Atribui aos
glicosaminoglicanos, sua principal fungdo bioldgica, a de hidratacdo dos tecidos,
levando a um edema, e um conseqliente aumento da resisténcia contra forcas de
compressao tecidual. Conceitua ainda os glicosaminoglicanos como polimeros de
dissacarideos altamente sulfatados e classifica-os em trés tipos, baseado no
componente carboidrato: 1) Condroitim e dermatam sulfato; 2) heparam sulfato e
heparina e; 3) keratam sulfato.

Bode-Lesniewska et al. (1996) estudam a distribuigdo do grande
proteoglicano de agregacao versican (isoformas VO e V1), em tecidos de humanos
adultos através da técnica de imunohistoquimica. O versican estd presente na maioria
dos casos no tecido conectivo frouxo de varios 6rgaos, freqiientemente associado as
fibras elasticas, mas é também observado alheio a este tecido, como nas fibras
musculares lisas, epitélio e sistema nervoso. No musculo esquelético o versican se
restringiu @ MEC, ou seja, endomisio, perimisio e epimisio. O endomisio

particularmente se mostrou rico em versican. Os autores sugerem que a alta
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diversidade de distribuicao do versican nos tecidos de adultos normais, pode refletir
sua versatilidade funcional. Sugerem ainda, que em relagdo as fibras elasticas, o
versican pode contribuir para sua maior elasticidade prevenindo a aderéncia entre
estas fibras.

Zanotti et al. (2007) utilizando analise genética em amostra de biopsias de
musculo quadriceps de 7 pacientes com distrofia muscular de Duchenne e 5
pacientes sadios, relatam baixos niveis do proteoglicano decorina e altos niveis do
TGF-B (agente que favorece a fibrose) nos pacientes doentes. Indicam que o
desbalanco com aumento do TGF-B e reducdo da decorina favorece o processo de

fibrose muscular da distrofia de Duchenne.

25.4 PAPEL DAS METALOPROTEINASES DA MATRIZ NO MUSCULO

ESQUELETICO

Massova et al. (1998) descrevem que as metaloproteinases da matriz (MMP)
sao endopeptidases zinco-dependentes com capacidade de clivagem dos constituintes
da MEC e também de proteinas ndo localizadas na matriz. Sdo organizadas em trés
dominios basicos baseados nas suas consideragdes estruturais: 1) um propeptideo
amino-terminal, que contém o aminoacido cistina que interage com o zinco sendo
responsavel por manter as MMPs forma inativa; 2) dominio catalitico, que contém
dois ions zinco e um ion calcio ligado, essencial para a atividade proteolitica e
estabilidade da MMP e o 3) dominio hemopexina-like, que confere a capacidade de
ligacdo com alguns componentes da MEC e moléculas de adesdo. Algumas MMPs

(MMP-2 ¢ MMP-9) contétm um dominio adicional fibronectina tipo Il-like.
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Acrescentam que existe uma forte evidéncia do papel das MMPs em processos
normais e patologicos, incluindo embriogénese, cicatrizagdo de feridas, inflamacao,
artrite e neoplasias.

Nagasse, Woessner (1999) relatam que as MMPs representam uma classe de
enzimas (proteinases) responsaveis pelo processo de degradagdao ou catabolismo da
MEC, que ¢ um fenomeno necessario para o desenvolvimento embrioldgico,
morfogénese, reproducao e reabsor¢cdo e remodelamento tecidual. Sdo sintetizadas
como pro-enzimas e secretadas na sua forma inativa (zimogénio) e a atividade
proteolitica das MMPs ¢ controlada durante a ativagao dos seus precursores € inibida
por inibidores endogenos chamados, tecidos inibidores de metaloproteinases (TIMP).

Vu, Werb (2000) revisam as principais fungdes da MMPs: 1) facilita e
modula a migracdo celular, através da degradacdo de moléculas da MEC (que
funciona como barreira a migragdo celular) e regulagao dos sitios de adesdo e
quimioatragdo; 2) altera o microambiente da MEC e modifica o comportamento
celular levando a proliferagao, apoptose ou morfogénese e 3) modula a atividade de
moléculas biologicamente ativas (como os fatores de crescimento) por clivagem
direta ou regulacdo dos seus inibidores.

Kieseier et al. (2001) investigam a expressao das MMPs em biopsias
musculares de  pacientes com  miopatias  inflamatérias  (polimiosite,
dermatopolimiosite), e como controles pacientes com distrofias musculares nao
inflamatorias. Identificam um aumento da expressio da MMP-1 e MMP-9 por meio
da reagdo da polimerase em cadeia nos pacientes com miopatias inflamatorias e por

imunohistoquimica localizam a MMP-1 no endomisio de fibras musculares



Revisdo da literatura 28

hipotroficas e no nacleo celular. Sugerem que devido a localizagdo particular da
MMP-1 hé evidéncias do seu envolvimento no remodelamento do tecido muscular.

Carmeli et al. (2004) revisam o papel das MMPs no musculo esquelético, as
quais tém sido implicadas em processos de crescimento, desenvolvimento, processos
funcionais e fendmenos patologicos das fibras musculares. Acrescentam que um
desbalanco na taxa de uma MMP e seu tecido inibidor pode se manifestar como uma
disfungao fisiologica resultando em desordens clinicas.

Zanotti et al. (2007) notam altos niveis de MMP-2, TIMP-1 ¢ 2 ¢ ainda do
colageno I e IV nos pacientes com distrofia muscular de Duchenne em relagao aos
pacientes sadios. Indicam que, as alteragdes dos componentes da MEC estao
relacionadas ao processo fisiopatologico de fibrose muscular, caracteristica da

distrofia de Duchenne.

255 PAPEL DA FIBRONECTINA NO MUSCULO ESQUELETICO

Mosher, Furcht (1981) descrevem que a fibronectina ¢ uma glicoproteina
grande que pode ser encontrada na corrente sanguinea e outros fluidos do corpo na
sua forma soluvel e nos tecidos conectivos e membranas basais na forma insolavel.
Em cultura a fibronectina ¢ sintetizada por inumeros tipos celulares, incluindo
fibroblastos, células do endotélio vascular, mioblastos, células musculares lisas
dentre outras. S3o entdo secretadas no meio, ligadas ao substrato e depositadas na
MEC. A fibronectina se liga aos coladgenos tipos I, II e III, proteoglicanos, heparina,
acido hialurénico, fibrina, componentes da superficie celular e parede celular de

bactérias. Os autores sugerem que a interacdo entre o acido hialurénico, heparam
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sulfatado, coldgeno e fibronectina pode ser importante na motilidade celular.
Indicam que a fibronectina tem um papel de organizar a formagdao da MEC, atuando
como proteina de adesdo para um crescimento ordenado e posicionamento adequado
das células.

Salonen et al. (1985) observam um acumulo de fibronectina no endomisio e
perimisio de musculo esquelético de ratos submetidos a desnervacao com atrofia das
fibras, em relagdo ao musculo normal. Notam que o aumento de fibronectina foi
intimamente associado aos colagenos tipos I e IIl. Fazem a hipdtese de que a
fibronectina pode ser essencial para a integridade estrutural das fibras imaturas de
colageno recém-formadas.

Willems et al. (1996) avaliam alteragdes da MEC apds infarto do miocérdio
em humanos em diferentes momentos pos-infarto. Usando imunohistoquimica
percebem a presenca da fibronectina nas c€lulas musculares cardiacas isquémicas
precocemente, no entanto, 4 semanas pos-infarto, ja havendo tecido cicatricial no
miocardio, a expressao da fibronectina foi extinguida.

Sechler et al (1998) criam sistemas In Vitro que permitem examinar
diretamente a resposta celular a diferentes tipos de MEC, baseados na proteina de
adesdo fibronectina. Sugerem que um aumento na sintese de fibronectina (durante o
desenvolvimento, injuria tecidual ou remodelamento) pode modificar e regular a
adesividade da célula aos tecidos, permitindo sua locagdo em sitios onde estdo sendo
requisitadas. Concluem que alteragdes na estrutura propria da fibronectina ou sua
composi¢ao na MEC podem causar profundas modificagdes na morfologia celular,

estrutura da MEC e no contato ¢ sinalizagdo das células ¢ sua conexao com a MEC.
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Kannus et al. (1998) estudam a localizacao e distribuicao da fibronectina no
musculo esquelético de ratos. Afirmam que a fibronectina pode ser detectada no
endomisio e perimisio do musculo e observam sua distribuigio na MEC e
membranas basais das jungdes miotendinosas, miofasciais e oOsteotendinosas, nos
tenddes e parede dos capilares das unidades musculo-tendinosas.

Gulati et al. (2004) investigam o padrao de distribui¢cdo da fibronectina em
musculo esquelético normal e regenerado pela técnica de imunofluorescéncia
indireta. As miofibras normais exibem a fibronectina como uma fina camada no
endomisio. As fibras foram submetidas a degeneragdo e regeneragdo. Durante a
degeneragdao a fibronectina desaparece do endomisio, ao mesmo tempo
aparecendo no sarcoplasma, enquanto que no musculo regenerado a fibronectina
novamente assume a distribui¢do inicial, na camada endomisial. Diferentemente
do musculo normal, a regeneragdao levou a um aumento de tecido conectivo

fibroso contendo fibronectina.

2.6 ALTERACOES DA MEC DO MUSCULO ESQUELETICO

NO ENVELHECIMENTO

Mays et al. (1988) mensuram as mudancgas do colageno I e III relacionadas a
idade no musculo do coragdo, pulmao e pele de ratos. Observam uma redu¢dao do
colageno III na musculatura cardiaca em relagdo ao coldgeno I, com a idade

enquanto nos outros tecidos as alteragdes foram variaveis.
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Souza (2002) revisa que com a idade ocorre uma maior concentracdo do
colageno nos tecidos e um aumento das ligagdes cruzadas intermoleculares.
No musculo cardiaco, as fibras de coldgeno tipo I parecem aumentar em numero e
espessura com o envelhecimento. O acimulo do colageno no miocardio leva a um
aumento da rigidez da musculatura, conseqiientemente afetando a funcionalidade
muscular, usualmente refletida por um relaxamento incompleto do ventriculo durante

a diastole.



3 METODOS
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3.1 CASUISTICA

Este estudo prospectivo incluiu 61 pacientes adultos, com idade minima de 18
anos, nao obesos IMC<30 com indicagao de cirurgias faringeas. Os pacientes foram
divididos em trés grupos: grupo controle, grupo ronco, portadores de ronco primario
e grupo SAOS. Os pacientes do grupo ronco e SAOS foram submetidos a cirurgia de
uvulopalatofaringoplastia (UPFP) e os pacientes do grupo controle a tonsilectomia
palatina na Clinica Otorrinolaringologica do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo, no periodo de 2005 a 2006,

Este protocolo de pesquisa (n° 559/05) foi aprovado pela Comissio de Etica
para Analise de Projetos de Pesquisa — CAPPesq, do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdao Paulo. A assinatura do termo de

consentimento informado foi obtida de todos os pacientes.

3.1.1 CRITERIOS DE INCLUSAO

1 - O Grupo controle foi composto por 14 pacientes adultos sem queixa de roncos
ou sonoléncia diurna, com escala de sonoléncia de Epworth com pontuagao
menor do que 10 e polissonografia com indice de apnéia-hipopnéia (IAH) < 5
eventos’hora e sem evidéncia de roncos. Estes pacientes apresentavam

amigdalite cronica caseosa ou aguda de repeticao.
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2 -

3-

No grupo ronco, os pacientes apresentavam um (IAH) < 10eventos/hora,
distribuicao do sono normal e sem queixas sonoléncia diurna ou fadiga.

No grupo SAOS, os pacientes referiam a presenga de sonoléncia diurna
excessiva ou dois ou mais dos seguintes sintomas: sufocacdo ou apnéia
testemunhada durante a noite, despertares recorrentes, sono nao repousante,
fadiga durante o dia e diminui¢do da concentracdo, associados a um IAH > 5
eventos/hora, diagnosticados por polissonografia de noite inteira. O grupo
SAOS foi ainda estratificado em trés subgrupos: apnéia leve
(5 < AHI < 15 eventos/hora, 8 pacientes), moderada (15 < AHI <30eventos/hora,
12 pacientes) e grave (AHI > 30 eventos/hora, 9 pacientes).

Os pacientes dos grupos ronco ¢ SAOS apresentaram indica¢ao de tratamento
cirtirgico com uvulopalatofaringoplastia de acordo com os seguintes critérios:

a. Pacientes Friedman graus I e II para a posi¢do do palato € no minimo

tamanho 2 para as tonsilas (Friedman et al., 2004).

b. Foram operados somente os pacientes que, a endoscopia flexivel nasal e

faringea, realizada com os pacientes acordados e em posi¢dao sentada,
apresentaram  estreitamento na regido retropalatal, tanto em repouso
quanto a manobra de Muller, sem estreitamento retrolingual aparente.

c. Pacientes do grupo SAOS que se recusaram ou nao toleraram a terapia com
o CPAP e/ou aparelho intra-oral, ou ndo apresentaram melhora clinica; e
pacientes do grupo ronco que nao toleraram ou ndo apresentaram melhora

clinica com perda de peso ou terapia intra-oral.

5 - Todos os pacientes do estudo apresentavam IMC < 30 kg/m”.
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3.1.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos do estudo os paciente portadores de doencgas
neuromusculares, exame sugestivo de obstrucao retrolingual na endoscopia,
hipotireoidismo descontrolado ou controlado a menos de um ano, pacientes com
cirurgias orofaringeas prévias, pacientes sindromicos (Sindrome de Down), com
aparentes deformidades craniofaciais sindromicas ou adquiridas e historia de trismo,

fleigmao ou abscesso periamigdaliano.

3.2 METODO

321 AVALIACAO PRE-OPERATORIA

1 - POLISSONOGRAFIA NOTURNA COMPLETA: foi realizada em todos os
pacientes no pré-operatorio, incluindo o grupo controle, avaliando-se os
seguintes parametros: IAH, saturacdo minima da oxiemoglobina e arquitetura
do sono, (percentual dos estagios 1, 2, 3 ¢ 4 ¢ do sono REM), e indice de
despertar. Os exames de polissonografia foram realizados no Instituto do
Sono da Escola Paulista de Medicina da Universidade Federal de Sdo Paulo,
pelo Sistema Unico de Saude, e no laboratério do sono do Instituto do
Coragao do HC-FMUSP, utilizando os mesmos critérios polissonograficos

descritos a seguir:
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Os pacientes realizaram polissonografias assistidas noturnas em
laboratorios do sono. Os parametros padronizados monitorados em cada exame
foram: eletroencefalograma (por eletrodos centrais e occipitais nas posi¢oes
C4-Al1, C3-A2, 02-Al, O1-A2), eletrooculograma (direito e esquerdo),
eletromiograma (submentoniano e tibial), eletrocardiograma, fluxo aéreo
oronasal (através de canula nasal), movimentagdo tordcica e abdominal (por
pletismografia de indutancia ndo calibrada), saturacdo da oxi-hemoglobina (por
oximetria de pulso), registro da posi¢ao no leito e da intensidade dos roncos.
As polissonografias foram estagiadas de acordo com critérios padronizados
(Rechtschaffen, Kales, 1968), utilizando-se épocas de 30s. As seguintes
defini¢des foram utilizadas, de acordo com a American Academy of Sleep
Medicine (1999):

a. Apnéia: cessacdo da ventilacdo por pelo menos 10s, subdividida em: (a)
apnéia obstrutiva: auséncia de fluxo aéreo com persisténcia de
movimentos toraco-abdominais; (b) apnéia central: auséncia de fluxo aéreo
e de movimentos toraco-abdominais e (c¢) apnéia mista: inicia-se como
uma apnéia central e continua como uma apnéia obstrutiva. Todos os tipos
de apnéias foram contados na composi¢ao do IA (indice de apnéia) e IAH.

b. Hipopnéia: redugdo, superior a 50%, na amplitude da curva basal de
ventilagdo ou uma reducdo desta amplitude em 50% ou menos que esteja
associada a uma queda na saturagdo de oxi-hemoglobina acima de 3% ou
associada a um microdespertar, com duragdo do evento igual ou superior a
10s. A avaliagdo dos microdespertares seguiu o critério estabelecido pela

American Sleep Disorders Association (1992).
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2 -

AVALIACAO CLINICA: foi feita por meio da anamnese e da aplicagio da
escala de sonoléncia de Epworth. Ao exame fisico, iniciado pela oroscopia,
foram determinados a posi¢ao do palato e o tamanho das tonsilas palatinas de
acordo com a classificacdo de Friedman. A nasofibroscopia foi realizada com a
inclusdo da manobra de Muller. O IMC foi calculado dividindo-se a massa do

individuo pelo quadrado de sua altura em kg/m”.

3.2.2 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

1-

TONSILECTOMIA PALATINA: realizou-se disseccdo extra-capsular das
tonsilas bilateralmente, com conseqiiente exposicdo do leito muscular da loja
amigdaliana. Devido a grande aderéncia entre a cépsula da tonsila e a
musculatura do constritor superior, principalmente no polo inferior da tonsila,
quase sempre ocorreu a remog¢ao de pequena parte desta musculatura aderida as
tonsilas palatinas (Erkili¢ et al. 2002; Gnepp, Souther 2000). Os pilares
tonsilares anteriores e posteriores foram bem preservados.

UVULOPALATOFARINGOPLASTIA: a técnica realizada incluiu tonsilectomia
bilateral com preservacdo dos pilares ¢ a remocao de parte do musculo
palatoglosso no angulo palatofaringeo, com a tragdo e sutura do pilar tonsilar
posterior sobre o defeito criado no palato mole e parede lateral da faringe,
técnica ja rotineiramente empregada na Clinica Otorrinolaringologica do

HC-FMUSP.



Métodos 38

323 AVALIACAO DA MATRIZ EXTRACELULAR

O material estudado foi obtido das fibras musculares aderidas as tonsilas
palatinas removidas nas cirurgias, sendo majoritariamente o musculo constritor
superior da faringe. Foram analisados os componentes da MEC do musculo: as fibras
colagenas, elasticas, os proteoglicanos (versican), as metaloproteinas 1 ¢ 2 e a

fibronectina através de estudo histoldgico e morfométrico.

3.2.3.1 PREPARACOES HISTOLOGICAS E REACAO

IMUNOHISTOQUIMICA

Obtengéo dos tecidos

As tonsilas foram fixadas em formaldeido a 10% por um periodo de 24 a
48horas, e entdo realizados cortes transversais das tonsilas palatinas com espessura
de cerca de 0,2cm, compondo multiplos fragmentos que variam em niimero de 5 a 20.
Os fragmentos foram agrupados em caixetas, constituindo em média 3-4 blocos por
caso (Figura 1.). Apds a fixacdo, foram desidratados em concentragdes alcodlicas
(etanol e xilol) progressivas (70-95%), diafanizados e embebidos em parafina.
Em seguida os blocos foram submetidos a cortes histologicos de 4um de espessura
para preparacdo das laminas para cada coloragdo especifica. Previamente a execugao
das diversas coloragdes as laminas foram desparafinizadas com banhos de etanol e

xilol, 4gua corrente e/ou dgua destilada.
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Histoquimica

HEMATOXILINA E EOSINA: utilizada para avaliar previamente as outras
coloracdes, se o espécime de musculatura foi adequado para o estudo das MEC
(quantidade suficiente de musculatura e auséncia de artefatos, como sangramento e
cauterizagao).

RESORCINA-FUCSINA DE WEIGERT com oxidagdo prévia: empregado

método habitual, com identificagdo das fibras elasticas (Montes, 1996).

TR
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FIGURA 1 - Preparacdo das tonsilas palatinas apds ressec¢do. 1A.Tonsila palatina em sua
face interna. 1B, 1C. Seccdo transversal da tonsila palatina, visdo dos fragmentos. 1D.
Agrupamento dos fragmentos em caixetas identificadas
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PICROSSIRIUS — POLARIZACAO: utilizado o Sirius red F3BA e apos a
coloragdo, cada lamina foi exposta a luz polarizada e identificado o tipo de
colageno predominante, ao microscopio Optico (Montes, Junqueira, 1988;

Montes, Junqueira, 1991)

ReacOes de imunohistoquimica

Foram utilizados para caracterizagao do colageno I, colageno III, versican,
MMP-1, 2 e fibronectina na musculatura da parede lateral da faringe e obedeceram
ao seguinte protocolo:

- Fixag¢do das laminas com 3-aminopropyltrietoxysilane (A3648, Sigma-

Aldrich, Saint Louis, MO) para evitar descolamento do tecido.

- Desparafinizacao e bloqueio da peroxidase enddégena com H202 10v a 3%
por 7 vezes de 4 minutos, em seguida os cortes foram reidratados e lavados
com agua destilada.

- Recuperagdo antigénica, obtida pelo método da tripsina por 20 minutos
para o colageno tipo I, Il e versican e através de alta temperatura em
tampao de citrato, PH 6,0 para a MMP 1, 2 e fibronectina.

- Incubagdo com anticorpo primario:

Os cortes foram incubados com os seguintes anticorpos primarios
diluidos em 1% de albumina sérica bovina (BSA) em fosfato (PBS), apos
lavagem salina tamponada com PBS: anti-colageno tipo I de coelho com
diluigdo 1:50 (T59103R, Biodesign Internacional, ME, EUA), anticorpo
monoclonal contra coldgeno III com diluigdo 1:500 (CP19L, Calbiochen-

Novabiochem, San Diego, CA, EUA), anticorpo monoclonal anti- humano
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contra versican na diluicdo 1:100 (270428-1, Seikagaku Corporation, Tokyo,
JPN), anticorpo anti-MMP-1 de rato na diluicdo de 1:2000 (IM35L,
Calbiochen, CA, EUA), anticorpo contra MMP-2 na diluicio de
1:100(MS806P, Neo Markers, Fremont, CA) e anticorpo contra fibronectina
na diluicao 1:8000 (0245, Dako Cytomation, EUA). Os anticorpos primarios
foram aplicados sobre os cortes € os controles, positivo e negativo e as
laminas incubadas overnight.
- Incubagdo com anticorpo secundério:

As laminas foram incubadas por 1 hora e 30 minutos pelo Sistema
Envision de amplifica¢do de sinal com polimero Dual Link de coelho e
camundongo (K4061-1, Dako Cytomation, Dinamarca) para o coldgeno tipo
I, enquanto que para os outros marcadores (colageno III, versican, MMP1,
MMP2 e fibronectina) foi utilizado o kit LSAB, com incuba¢do de 1 hora
para o anticorpo biotinilado e 30 minutos para o complexo HRP de coelho ¢
camundongo (K0690-1, Dako Cytomation, Dinamarca) em estufa a 37°.
Apos esta etapa os anticorpos foram detectados por meio da revelagdo com o
cromodgeno 3,3 Diaminobenzidine (DAB) (D5637, Sigma-Aldrich, St Louis,
EUA) e apenas para a MMP2 foi usado o cromogeno DAB liquido (K3468,
Dako Cytomation, EUA) por 5 minutos em temperatura ambiente.
Em seguida as laminas foram lavadas em agua corrente e submetidas a

contra-coloragdo com hematoxilina de Harris por 30 minutos.

OBS: apo6s cada etapa realizou-se 3 lavagens em PBS de 3 minutos.
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As reacdes de imunohistoquimica para cada marcador foram executadas em
todos os casos em um unico momento, visando a obten¢ao de um mesmo padrdo na

totalidade dos casos.

3.2.3.2 ANALISE MORFOMETRICA

A densidade dos componentes da MEC presentes no endomisio da
musculatura da parede lateral da faringe foram quantificados por meio de anélise de
imagens, usando o Software Image-Pro® Plus 4.1 for Windows® (Media
Cybernetics-Silver Spring, MD, EUA), conectado a uma camera digital (JVC
TK-C1380 Color Video Camera, Victor Company of Japan Limited, Japao) acoplado
a um microscopio de luz (Leica DMR, Leica Microsystems, Wetzlar GmbH,
Alemanha) (Figura 2). Os espécimes foram analisados no maior aumento (400x).

As mensuragdes foram realizadas por um observador cego para os grupos em
estudo. Obtivemos os dados de cada caso pela média da andlise de 15 campos por
cada coloracdo por paciente. Os valores foram expressos em percentagem (%) de
area proporcional positiva para determinado elemento da MEC em relacdo a area
total de musculo, analisado em (um?/pm?). Foi avaliado todo o tecido muscular

presente no corte de cada espécime.
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FIGURA 2 - Foto do analisador de imagem, Software Image-Pro® Plus 4.1 for Windows®,
conectado a uma camera digital acoplado a um microscépio de luz.

324 METODOLOGIA ESTATISTICA

Os dados foram expressos em medianas e intervalos interquartis. A andlise
esstatistica foi realizada com o software SPSS versao 15.0 (SPSS Inc.©, Chicago,
Illinois, EUA). A distribuicao das varidveis do estudo foi ndo paramétrica (segundo
o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov). Para a comparagdo entre grupos,
utilizamos os testes de Mann-whitney e Kruskall-Wallis. Para correlacionar as
variaveis clinicas com os elementos da MEC, utilizamos o teste de correlacdo de

Spearman. Consideramos o nivel de significancia de 5% (p<0,05).



4 RESULTADOS
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As caracteristicas clinicas e polissonograficas dos trés grupos encontram-se
na tabela 1. O grupo SAOS apresentou idade significantemente maior que os
controles (p = 0,02) e IMC maior que os controles (p = 0,001) e que os roncadores
(p =0,001). Nao houve diferenca estatistica quanto a idade e IMC entre os subgrupos
com SAOS. A saturacdo minima de oxihemoglobina foi significantemente menor no

grupo apnéia do que nos controles (p = 0,007) e nos roncadores (p = 0,018).

TABELA 1- Dados Clinicos e polissonograficos dos trés grupos de pacientes ")

GRUPOS

DADOS CLINICOS

Controles Roncadores SAOS
Sexo (M/F) 7/7 10/8 19/10
Idade (anos) 26 (13) 34 (25) 40 (16)*
IMC (Kg/m?) 23.05 (5) 24.5 (3) 28 (4)**
IAH (eventos/hora) 0.8 (2,3) 4.9 (6,4) 18.5 (18,2)***
O, Minimo 89 (5) 88 (8) 82 (12)****

NOTA: IMC = indice de massa corporea; IAH = indice de apnéia-hipopnéia, O, minimo = saturag@o
minima de oxihemoglobina

() Dados expressos pela mediana (intervalo interquartil)

* P = 0,02 em relagdo aos controles, **p = 0,001 em relagdo aos controles e roncadores, *** p =
0,0001 em relagdo aos controles e roncadores, ****p = (0,018 em relagdo aos roncadores e controles

Em uma analise descritiva das laminas, observamos que o CSF se mostrava
aderido as tonsilas palatinas. Nao foram observados sinais de inflama¢ao em nenhum

dos casos analisados (Figura 3). Os diferentes componentes da MEC revelaram
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pequena quantidade de MEC no endomisio do CSF. O colageno sendo o componente
mais abundante, em especial o colageno tipo I (Figura 4, 5). As fibras coldgenas, na
histoquimica se organizavam em delgadas fibras que revestiam as células musculares
individualmente e ainda em pequenas pontes que ligavam as células entre si e com a
MEC (Figura 6).

As fibras elasticas encontravam-se em pequena quantidade no endomisio e
sua arquitetura era semelhante a das fibras coldgenas (Figura 7). A metaloproteinase
tipo 1 mostrou uma expressao bastante varidvel e irregular tanto entre os casos, como
numa mesma fibra muscular (Figura 8). Nao foi observada a presenga de
metaloproteina tipo 2 no CSF em nenhum dos casos. O versican (Figura 9) ¢ a
fibronectina (Figura 10), foram os componentes mais escassos na MEC do
endomisio. Todos os componentes e¢ a propria MEC apareciam em maior

concentragdo no perimisio do que no endomisio (Figura 11).

FIGURA 3 - Corte histologico corado com Hematoxilina e eosina, mostrando que o
musculo (CSF) encontra-se aderido a tonsila palatina. Observa a auséncias de inflamagao.
csf = constritor superior da faringe t = tonsila
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FIGURA 4 - Corte histologico transversal de imunohistoquimica mostrando o colageno I
(colorag@o em marrom)

FIGURA 5 - Corte histologico transversal de imunohistoquimica mostrando o colageno 111
(colorag@o em marrom)
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FIGURA 6 - Corte histologico transversal corado com Picrossirius-polarizagdo mostrando a
distribuicdo do colageno total no endomisio (delgadas fibras que revestiam as células
musculares individualmente e ainda em pequenas pontes que ligavam as células entre si e

com a MEC)

FIGURA 7 - Corte histologico transversal corado com Resorcina fucsina da Weigert com
oxidagao prévia, mostrando a distribuicdo das fibras elasticas no endomisio (delgadas fibras
que revestiam as células musculares individualmente e ainda em pequenas pontes que
ligavam as células entre si e com a MEC)
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FIGURA 8 - Corte histologico transversal de imunohistoquimica mostrando a MMP-1
(coloragdo em marrom). Note a variabilidade da expressio da MMP-1 na mesma fibra

muscular

FIGURA 9 - Corte histologico transversal de imunohistoquimica mostrando o versican

(colorag@o em marrom)
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FIGURA 10 - Corte histoldgico transversal de imunohistoquimica mostrando a fibronectina

(coloragdo em marrom). Observa que estes dois Gltimos componentes sdo0 0s mais escassos
na MEC do endomisio

FIGURA 11 - Corte histologico corado com Picrossirius-polarizagdo em menor aumento

(100x), mostrando a maior concentracdo de MEC no perimisio em relacdo ao endomisio. € =
endomisio p = perimisio
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Na andlise histoquimica e imunohistoquimica da &rea proporcional dos
componentes da MEC, nao houve diferenga significante entre os trés grupos para
nenhum elemento (tabela 2). Obtivemos resultados semelhantes ao realizar a mesma

analise por subgrupos com SAOS (leve, moderado e grave).

TABELA 2 - Area proporcional da MEC do endomisio na parede lateral da faringe em

controles, roncadores primarios ¢ SAOS

AREA PROPORCIONAL (%)

COMPONENTES

DA MEC Controles Roncadores SAOS p*
Colageno Total 1,3 (0,01) 1,44 (0,01) 1,78 (0,01) 0,37
Fibras elasticas 0.68 (0.01) 0.47 (0.00) 0.69 (0.01) 0.32
Colageno tipo I 6.33 (0.05) 7.83 (0.03) 7.9 (0.03) 0.33
Colageno tipo 11 3.98 (0.04) 3.69 (0.03) 3.67 (0.03) 0.45
MMP — 1 6.18 (0.08) 4.76 (0.07) 3.69 (0.07) 0.79
Versican 0.32 (0.01) 0.18 (0.00) 0.21 (0.01) 0.10
Fibronectina 0.6 (0.01) 0.75 (0.01) 0.72 (0.01) 0.57

NOTA: MEC = extracellular matrix, MMP-1 = matrix metalloproteinase-1, p = nivel de significancia
p<0,05
' Dados expressos pela mediana (intervalo interquartil)

Uma significante correlagdo foi observada entre a idade e a quantidade do
coldgeno tipo I (r = 0,419, p = 0,01), e inversa entre a idade e o colageno tipo III
(r = -0,284, p = 0,027) (Gréafico 1). O IMC correlacionou-se inversamente com o
colageno tipo III (r =-0,311, p = 0,017). As demais correlagdes e comparagdes entre
a area proporcional das proteinas da MEC com os dados clinicos (idade, IMC) ndo

foram significantes.
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GRAFICO 1 - Correlagio entre idade e colageno I e III. Existe uma significante e positiva

correlacdo entre idade e o colageno I e uma correlagdo negativa entre idade e colageno 11l e

inversa com IMC e colageno I11
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NOTA: r = coeficiente de correlagdo, p = nivel de significancia p<0,05
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O presente estudo nds analisamos a composicao da MEC e seus reguladores no
endomisio do musculo constritor superior da faringe em pacientes controles, roncadores
e SAOS. A composi¢ao do colageno da MEC foi relacionado a idade e IMC dos
pacientes. Nao observamos diferengas em nenhum componente da MEC entre os trés
grupos, sugerindo que a MEC do endomisio ndo ¢ a responsavel pela progressiva
disfungdo estrutural da musculatura da parede lateral da faringe em roncadores e SAOS.

At¢ o momento no nosso conhecimento ndo existem estudos que
quantifiquem a MEC na musculatura da faringe. E de maior importancia ¢ que o
nosso estudo ndo avalia o tecido mucoso ou muscular de revestimento da faringe,
mas sim o seu componente muscular estrutural.

Algumas alteracdes histologicas ja foram identificadas em pacientes com
SAOS e roncos, como inflamagdes em mucosa e musculatura superficial
(Woodson et al. 1991; Boyd et al. 2004; Séries et al., 2004; Paulsen et al., 2002;
Sekosan et al., 1996) e sinais de lesdes neurogénicas na musculatura da orofaringe
(Boyd et al., 2004; Friberg et al., 1998) e apenas um estudo relatou alteracao
qualitativa da MEC nos pacientes com SAOS e roncos (Séries et al., 2004).
A composi¢ao da MEC da parede lateral da faringe pode ter um importante papel em
determinar a atividade e fungao celular (Labat-Robert, 1988).

Neste estudo nos mostramos que o colageno I foi o componente mais
abundante do musculo CSF, em concordiancia com outros estudos de musculo

esquelético em humanos, onde o colageno I mostrou uma propor¢ao de 80% dentre
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os outros tipos de colageno (Korusu, 1979). Observamos ainda, uma correlagdo
positiva significante entre a idade e o aumento de colageno tipo I e uma correlagao
negativa entre a idade e o colageno tipo III. Prévios estudos de alteragdes do musculo
esquelético cardiaco relacionadas a idade também mostraram uma maior concentragao
de coladgeno I e uma redugdo no colageno tipo III (Souza, 2000; Mays at al., 1988).
Estas alteracdes podem ter consequéncias funcionais, levando a um aumento da
rigidez, causando disfuncao na contratilidade muscular (Souza, 2000).

Neste estudo excluimos pacientes obesos, a fim de excluir o fato ja
conhecido que a obesidade ¢ um fator de risco independente para SAOS. Apesar
disso, foi encontrado neste estudo uma correlagao inversa entre o IMC e colageno
tipo III (r =-0,311, p = 0,017), semelhante ao que ocorre com a idade. Ha relato de
que a obesidade modifica o turnover do colageno no musculo esquelético cardiaco,
podendo alterar sua funcionalidade (Quilliot et al., 2005).

As fibras elésticas sao importantes componentes nos tecidos que contém
propriedades elastoméricas, conferindo uma grande capacidade de deformabilidade e
recolhimento passivo aos tecidos sem o gasto de energia (Kielty et al., 2002).
Um estudo qualitativo reportou desorganizacao das fibras elésticas ao redor do
musculo da uvula em pacientes com SAOS. Estas alteragdes foram menos evidentes
do que na mucosa da tvula e ndo obtiveram correlagdes funcionais significantes
(Séries et al., 2004). No presente estudo detectamos uma pequena quantidade de
fibras elasticas no endomisio do CSF e ndo observamos qualquer diferenga entre os
grupos, ou alteragdes relacionadas a idade. E possivel que estes achados sejam
reflexo da configuragdo anatomica e da funcionalidade deste musculo, no qual ndo

ocorre estiramento importante durante a degluti¢ao.
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A fibronectina e o versican estiveram presentes em pequena propor¢ao no
endomisio do CSF em todos os grupos estudados. A MMP-1 apresentou, nas células
musculares do CSF, uma expressao variavel tanto entre os casos como em uma mesma
fibra muscular e ndo diferiram entre os grupos. Alteragdes no contetido destas proteinas
no musculo esquelético parecem estar relacionadas a condigdes patoldgicas como
miopatias inflamatorias ou distroficas e desnervacdo muscular (Foidart et al., 1981;
Salonen et al., 1985; Fadic et al., 1990; Kieseier et al., 2001; Zanotti et al., 2007).

Embora a inflamac¢ao da mucosa da orofaringe tenha sido detectada em pacientes
com SAOS, nds nao detectamos infiltragao de células inflamatorias significantes ao nivel
do CSF, nem alteragdes na MEC que sugiram inflamagdo. Doencas inflamatorias
musculares alteram o equilibrio de MEC. Boyd et al. (2004) demonstraram o aumento de
células inflamatorias nao s6 na mucosa, mas também na musculatura do palato mole e
dos pilares tonsilares. Neste caso no entanto, a inflama¢do do musculo foi apenas 1/5 da
contagem de células inflamatorias encontradas na mucosa. Outros autores tém
identificado infiltragdo de células inflamatdrias, na musculatura da orofaringe de
pacientes com SAOS (Woodson et al. 1991; Boyd et al. 2004; Séries et al., 2004),
principalmente em musculos topograficamente mais superficiais na orofaringe, como
uvula, palato mole e pilares tonsilares. Acreditamos que a inflamacao possivelmente
extravasou da mucosa para estes musculos mais superficiais € ndo para os musculos
localizados mais profundamente na orofaringe como o CSF, alvo da nossa investigagao.
Vale salientar que o nosso trabalho apenas quantificou a MEC e descreveu os achados
das laminas, sem utilizar marcadores especificos inflamatorios, por isso o que
consideramos ¢ que se houve processo inflamatorio nos nossos casos, nao chegou a

alterar quantitativamente a MEC.
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A desnervagao motora da musculatura do palato mole e dos pilares tonsilares
tem sido envolvida na patogénese da SAOS (Boyd et al., 2004; Friberg et al., 1998).
Woodson et al. (1991) reportaram desmielinizagao em tivula de pacientes com SAOS
e roncos ¢ ainda Friberg et al. encontraram alteragdes morfologicas, com fibras do
musculo palatofaringeo atréficas nos pacientes com SAOS, considerados sinais
indiretos de desnervagao (Friberg at al., 1998). Estudos em ratos submetidos a
desnervagdao motora mostraram um acimulo de colageno tipos I e III (Sawai, 1982;
Tsuji, 1989), de fibronectina (Salonen et al.,, 1985) e ainda um aumento de
proteoglicanos (Fadic et al. 1990). No nosso estudo ndo houve acumulo de qualquer
destes componentes da MEC. Entendemos, dessa forma, que a desnervacdo nos
pacientes roncadores e SAOS, se presente nao levou a alteragdes na MEC.

As fibras musculares foram fontes de estudos, sendo detectadas alteragdes
funcionais do tipo de fibra muscular nos musculos genioglosso, no constritor médio da
faringe e também no musculo da tvula nos pacientes com SAOS (Carrera et al., 1999;
Ferini-Strambi et al., 1998; Séries et al., 2000; Lindman, Stal, 2002). Estas
alteragdes se mostraram reversiveis no musculo genioglosso apos o tratamento da
SAOS (Carrera et al., 1999), justificando uma adaptacdo a nova atividade e
contragdo vigorosa aos quais sao submetidos os musculos da faringe para vencer
o colapso. Estas altera¢des sdo consideradas conseqiiéncia e ndo causa da SAOS.
Imaginamos que ocorra um mecanismo de forma semelhante no musculo
constritor superior.

E improvavel que os nossos resultados tenham sido afetados por erros
metodologicos. Até o nosso conhecimento este ¢ um dos estudos com mais ampla

casuistica incluindo andlise histologica da musculatura profunda da faringe em
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grupos de pacientes bem caracterizados, controles, roncadores e pacientes com
SAOS. Nos utilizamos analise de imagens para determinar os componentes da MEC
e MMP em cortes histologicos, evitando a subjetividade de uma andlise
semiquantitativa. NOs analisamos as fibras musculares aderidas a face externa das
tonsilas palatinas, o que tem sido ja descrito na literatura (Gneep, Souther, 2000;
Erkili¢ et al., 2002). Acreditamos ser majoritariamente o musculo CSF o foco de
nossa analise, ja que constitui o principal componente da fossa tonsilar
(Ohtsuka et al., 2002). Parte do musculo palatofaringeo pode em alguns casos
formar parte do leito tonsilar (Ohtsuka, 2002), pouco provavel nos nossos casos, ja
que houve grande preocupagao na preservagao dos pilares tonsilares no ato cirurgico.
Alguns pacientes incluidos no grupo controle apresentavam tonsilites de repeticao,
contudo tivemos o cuidado de excluir os pacientes com historia prévia de fleigmao
ou abscesso periamigdaliano, evitando que a musculatura profunda da parede lateral
da faringe estivesse envolvida no processo inflamatoério. Ademais, ndo observamos
infiltracdo inflamatodria nos controles. Nos ndo examinamos outros compartimentos
do CSF, como o perimisio e epimisio. Nos acreditamos que o endomisio, pelo seu
mais intimo contato com o nivel celular (Kovanen, 2002) tenha maior influéncia nas
propriedades funcionais e biologicas das células musculares.

Podemos discutir algumas implicagdes clinicas dos nossos achados. Alguns
tratamentos da SAOS visam nao apenas aumentar o espago da via aérea, com exérese
de tecidos moles, como também produzir fibrose, como a uvulopalatofaringoplastia e
apresenta resultados varidveis (American Sleep Disorders Association, 1996).
A faringoplastia lateral, que consiste numa técnica cirargica que inclui a manipula¢ao

do musculo CSF, apresenta resultados superiores a uvulopalatofaringoplastia,
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baseando-se no principio de reforcar a parede lateral muscular (Cahali, 2003).
A auséncia de diferenca nos componentes da MEC entre controles, roncadores e
apnéicos, sugere que o aumento da fibrose no nivel muscular nao deve ser relevante
no tratamento destas doengas.

Na avaliacdo descritiva das laminas, observamos uma arquitetura
peculiar das fibras colagenas e elasticas, o que reforca a intima relagao entre a
MEC, particularmente do endomisio, € o ambiente celular, além disso
provavelmente confere a esta musculatura coesdo, forca mecanica e capacidade
de elasticidade e recolhimento do musculo, fatores essenciais para uma
adequada contragao muscular.

Interpretamos que um déficit estrutural na musculatura da parede lateral da
faringe tem um papel central na génese da apnéia. Nossos achados sugerem que a
MEC do musculo ndo parece ser o mecanismo predominante desta disfun¢do
estrutural. Schwab et al. encontraram caracteristicas hereditarias no espessamento da
parede lateral de pacientes com SAOS (Schwab et al., 2006). E possivel que a
patogénese da SAOS tenha um cunho genético, através de mutacdo nas proteinas
essenciais para o funcionamento muscular, por exemplo. Embora nés nao tenhamos
identificado alteragcdes qualitativas nas fibras elasticas, ndo podemos excluir a
possibilidade de alteragdes no nivel ultraestrutural ocorrerem na SAOS.
Cistulli, Sullivan (1993,1995) detectaram uma alta prevaléncia de SAOS nos
pacientes com Sindrome de Marfan, cuja etiologia bem definida encontra-se numa
mutacao do gene que codifica a fibra eléstica, tornando-a funcionalmente defeituosa,
e causando flacidez muscular exacerbada e um aumento da colapsibilidade na

musculatura da faringe.
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Em resumo, a analise histologica da parede lateral da faringe em um amplo
grupo de pacientes com distirbios do sono revelaram que sua composi¢do ¢
relacionada a idade e IMC, mas pode nao estar envolvida nos mecanismos que
levam ao espessamento e aumento da colapsibilidade da parede lateral da faringe.
Mais estudos descrevendo a composicao das proteinas do musculo esquelético
podem ser uteis no entendimento excessiva complacéncia observadas nos

pacientes com SAOS.
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1- Na analise histoquimica e imunohistoquimica da d&rea proporcional dos
componentes da MEC, n3ao houve diferenca significante entre os controles,

roncadores e pacientes com SAOS para nenhum elemento estudado;

2- Houve uma significante correlacao positiva entre a idade e a quantidade do

colageno tipo I e inversa entre a idade e o colageno tipo III;

3- O colageno tipo III apresentou uma correlacao significante inversa com o IMC.
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