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RESUMO

A apneia obstrutiva do sono é um disturbio caracterizado por colapsos recorrentes da regido
faringea durante o sono, resultando em reducdo da saturacdo de oxigénio e risco elevado de
doencas cardiovasculares. O mecanismo fisiopatoldgico ainda permanece incerto. Evidéncias
sugerem que alteragcdes na inervacdo sensorial proprioceptiva da faringe podem contribuir
para o aparecimento da doenca. O objetivo principal do trabalho é estudar a morfologia das
terminacfes nervosas dos musculos palatoglosso, palatofaringeo e constritor superior da
faringe, e comparar a densidade nervosa entre esses musculos. Os espécimes foram colhidos
in vivo durante procedimento cirurgico de tonsilectomia das palatinas em pacientes com
funcdo sensorial normal e sem apneia obstrutiva do sono. A histomorfometria das terminacdes
nervosas foi avaliada por métodos de imunofluorescéncia e coloracdo com hematoxilina-
eosina. Foram visualizados fusos musculares no musculo palatoglosso. ldentificaram-se
terminacGes nervosas livres e terminagdes nervosas complexas nos trés masculos estudados,
incluindo formacoes tipo Meissner, Golgi e Ruffini, além de estruturas nervosas em spiral-
wharves nos musculos palatoglosso e constritor superior da faringe. A média da densidade das
fibras nervosas do musculo constritor superior da faringe foi maior que no mausculo
palatofaringeo que, por sua vez, foi superior & média do musculo palatoglosso. O estudo da
inervacao proprioceptiva da faringe em um grupo controle é relevante para futuras pesquisas

envolvendo a hipotese neurogénica da apneia obstrutiva do sono.

Palavras-chave: Apneia obstrutiva do sono. Faringe. Musculos Faringeos. Terminagoes

Nervosas. Imunofluorescéncia.



ABSTRACT

Obstructive sleep apnea is a disorder characterized by recurring collapses of the pharyngeal
region during sleep, resulting in reduced oxygen saturation and a high risk of cardiovascular
diseases. The physiopathological mechanism remains unclear. Evidence suggests that changes
in the proprioceptive sensory innervation of the pharynx may contribute to emergence of the
disease. The primary aim of this study is to investigate the nerve ending morphology of
palatoglossus, palatopharyngeal and superior pharyngeal constrictor muscles, and compare the
nerve density of these muscles. Specimens were collected in vivo during palatine
tonsillectomy in patients with normal sensory function and no obstructive sleep apnea. Nerve
ending histomorphometry was assessed using immunofluorescence and hematoxylin-eosin
staining. Muscle spindles were observed in the palatoglossus muscle. Free and complex
nerve endings were identified in the three muscles under study, including Meissner, Golgi and
Ruffini formations, in addition to spiral-wharves nerve structures in the palatoglossus and
superior pharyngeal constrictor muscles. The average density of pharyngeal superior
constrictor muscle nerve fibers was higher than in the palatopharyngeal muscle, which, in
turn, was greater than the average of the palatoglossus muscle. The study of proprioceptive
innervation of the pharynx in a control group is relevant for future research involving the

neurogenic hypothesis pathogenesis of obstructive sleep apnea.

Keywords: Obstructive sleep apnea. Pharynx. Pharyngeal muscles. Nerve endings.

Immunofluorescence.
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1 INTRODUCAO

1.1 Apneia Obstrutiva do Sono

A Apneia Obstrutiva do Sono (AOS) € um distarbio comum, caracterizado por
colapsos recorrentes da regido faringea durante o sono, o que resulta em reducdo substancial
do fluxo aéreo (apneia ou hipopneia), apesar dos esforcos respiratérios, evoluindo com
hipoxemia e hipercapnia (ECKERT et al., 2008). Estima-se que a prevaléncia da AOS na
populacdo adulta seja de 2 a 4% (YOUNG et al., 1993). Um estudo epidemioldgico recente
demonstrou uma elevada prevaléncia de AOS (32,8%) na populacdo adulta de S&o Paulo
(TUFIK et al., 2010). Os disturbios do sono, incluindo a AOS, cursam com uma serie de
consequéncias para o individuo e para a sociedade e tornaram-se um problema de saude
publica (PANDI-PERUMAL et al., 2006). Os sinais e sintomas mais comuns da AOS sdo
ronco, sonoléncia excessiva diurna, pausas respiratorias durante o sono e alteracdes
cardiovasculares, como hipertensdo arterial, doenca cardiaca isquémica, doenca
cerebrovascular, insuficiéncia cardiaca, arritmias e morte subita (KIM et al., 2004). Prejuizos
das funcbes cognitivas, a exemplo da concentragdo, da atencdo e da memdria, e da funcéo
executiva sdo frequentemente observados, além de alteracGes de humor, como irritabilidade,
depressédo e ansiedade (CHOI et al., 2010). As consequéncias da AOS incluem alteracfes no
cotidiano de seus portadores e também geram repercussdes socioecondmicas, como aumento
de acidentes automobilisticos e de gastos publicos e privados, além de prejuizos ocupacionais
e sociais (BARBE et al., 2008).

Sob esse viés, alguns métodos de baixo custo e fécil aplicacdo nos ambulatérios
sdo regularizados para aferir o risco de AOS em diferentes popula¢es, como 0s questionarios
de Berlim (NETZER et al.,, 1999) e STOP-BANG (CHUNG et al., 2012), que analisam
variaveis como ronco, fadiga, sonoléncia excessiva diurna, pressdo alta e obesidade. O
questionario de Berlim, uma das ferramentas mais conhecidas e utilizadas no rastreio da OAS,
é validado na lingua portuguesa e apresenta sensibilidade de 86% e especificidade de 77%
(SHARMA et al., 2006). O questionario STOP-BANG apresentou sensibilidade de 83,5%,
especificidade de 45,5% e acuracia de 75,2%, mostrando-se uma ferramenta eficaz para o
diagnostico do transtorno (DUARTE et al., 2017).

A polissonografia € considerada o padrdo ouro no diagnéstico da AOS, que
combina a monitorizagdo noturna das fases do sono com o registro continuo de fluxo aéreo,

movimentos ventilatdrios toracico e abdominal, ritmo cardiaco, saturacdo de oxigénio, ronco,
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tdnus muscular e movimento das pernas. O numero de eventos (apneias e hipopneias) por
hora de sono é conhecido como Indice de Apneia e Hipopneia (IAH), sendo largamente
utilizado para avaliar a gravidade da doenca (AYAS et al., 2003). O indice de Distlrbios
Respiratorios (IDR) corresponde ao IAH, mas também inclui os eventos de esforco
respiratorio relacionado ao despertar (RERA), que ocorrem na sindrome de resisténcia de vias
aéreas superiores. Pelos critérios diagndsticos do International Classification of Sleep
Disorders (ICSD 3, 2014) para definir a presenca de AQS, é necessario pelo menos um dos
seguintes critérios: queixas de sonoléncia, sono nao restaurador, fadiga ou insénia; paciente
que acorda com apneia, engasgos ou sobressalto; parceiro que relata ronco, apneias ou ambos
durante o sono; paciente com diagnostico de hipertensdo arterial sistémica, depressdo,
disfuncdo cognitiva, doenca coronariana, insuficiéncia cardiaca, fibrilacdo atrial ou diabetes
mellitus tipo 2. Além dos critérios clinicos expostos, € necessario que a polissonografia ou a
monitorizagdo cardiorrespiratoria demonstre IDR > 5 por hora de sono. Outra possibilidade
diagnostica e a evidéncia polissonografica de IDR > 15 por hora de sono, ndo sendo
necessario, neste caso, nenhum critério adicional. Pelo valor do IDR ou IAH, pode-se
classificar os pacientes em: ronco primario: IAH < 5 por hora de sono, AOS leve: IAH entre 5
e 15 por hora de sono (se houver presenca de sintomas), AOS moderada: 1AH entre 15 e 30
por hora de sono, AOS grave: IAH > 30 por hora de sono.

A polissonografia demanda um custo elevado, pois exige um laborat6rio do sono
completo e uma equipe especializada. Portanto, métodos diagndsticos alternativos estdo sendo
desenvolvidos, abrangendo diversos dispositivos portateis os quais possibilitam a realizacdo
do exame no proprio domicilio, com o objetivo de reduzir os custos e manter a mesma
eficiéncia no diagnostico das patologias. Alguns desses dispositivos, como, a titulo de
ilustracdo, o Watch-PAT, avaliam a Tonometria Arterial Periférica (TAP), um sinal
fisiologico das alteracfes do sistema nervoso autonémico que ocorrem durante o sono. Além
da TAP, esses monitores portateis avaliam a frequéncia cardiaca, a saturacdo do oxigénio e a
actigrafia. O algoritmo automatico analisa a amplitude do sinal TAP que, associada as
variagbes da frequéncia cardiaca e da saturacdo do oxigénio, identifica os eventos
respiratorios. O resultado desse algoritmo determina o IAH usando padrbes especificos de
sinal (BARONE D, 2005). Um estudo de metanalise evidenciou alta correlagdo do IAH
(r=0,889; p < 0,01) entre os dispositivos portateis utilizando TAP e a polissonografia
(YALAMANCHALLI et al., 2013). Fortalecido pelo estudo cego da maioria dos trabalhos,
essa tecnologia representa uma alternativa viavel a polissonografia para confirmar a suspeita
clinica de AOS.
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O colapso faringeo é multifatorial, e inclui anormalidades da anatomia da via
aérea superior, alteracdo da resposta neuromuscular e alteracdes em receptores da via aérea
superior (PALOMBINI, 2010). O reflexo da via aérea superior se ople as forcas de
colabamento geradas pela pressdo negativa durante a inspiracdo e é acompanhado da ativacédo
dos musculos dilatadores da faringe, que podem aumentar a paténcia da via aérea. A aferéncia
sensorial para esse reflexo é proveniente dos mecanorreceptores da via aérea superior através
dos centros respiratorios centrais. Durante as apneias e hipopneias, receptores distais a
obstrucdo detectam e transmitem informacdo acerca das mudancas pressoricas resultantes
(BRODERICK et al., 2008).

Estudos em humanos demonstraram aumento da resisténcia ao fluxo aéreo na
faringe apos aplicacdo de lidocaina tdpica, comprometendo a paténcia da via aérea superior
em individuos durante sono normal e vigilia (DEWEESE; SULLIVAN, 1988). Dano na
aferéncia sensorial palatal também foi evidenciado em pacientes com AOS
(GUILLEMINAULT et al., 2005). Alteragdes neurogénicas foram observadas em pacientes
com AOS como resultado da denervacdo e da reinervacao, estando associadas a severidade da
hipdxia intermitente que ocorre durante o sono (SABOISKY et al., 2012). Em AOS, ha uma
correlagédo entre inflamacdo local e denervacdo da faringe, associada a dano sensorial, que
pode reduzir a eficacia dos reflexos protetivos faringeos, contribuindo para o colapso (BOYD
et al., 2004). Nessa perspectiva, Carlos et al. (2015) exploraram a hipétese de que alteracbes
na inervacao da faringe, especialmente inervacdo mecanossensorial, podem contribuir para a
AOS. Essa hipdtese foi testada pela analise da inervacdo da faringe humana em individuos
normais e em individuos clinicamente diagnosticados com AOS. Usando imuno-histoquimica
para axonios e celulas de Schwann, assim como duas mecanoproteinas (ASIC2 e TRPV4),
observou-se uma significativa reducdo na densidade das fibras nervosas na submucosa de
pacientes com AOS, assim como anormalidades morfoldgicas nos corpusculos sensoriais.
Esses estudos sugerem que um defeito na via aferente dos reflexos protetores para manter a
paténcia da via aerea superior podem contribuir para a patogénese da AOS.

Acredita-se que a AOS esta diretamente associada a inabilidade dos musculos
faringeos de responder adequadamente a pressao negativa da via aérea durante a inspiracdo, o
que poderia resultar no colapso das estruturas da via aérea durante o sono. Alguns autores
sugeriram que 0 estresse cronico nos tecidos faringeos decorrente da vibracdo anormal das
estruturas da faringe evidenciada na respiragdo durante o sono poderia resultar em alteracoes
musculares secundarias a lesdo neural (FRIBERG et al., 1998; EDSTROM et al., 1992).

Portanto, uma injaria que envolve tanto fibras motoras (musculos dilatadores da faringe)
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quanto sensoriais (mecanorreceptores e receptores de mucosa) nessa area poderia
potencialmente ocasionar o aparecimento da AOS (GUILLEMINAULT et al., 2009).

Muitos estudos tém sugerido, ainda, que a AOS é provavelmente o estagio final
de uma doenca progressiva, iniciando com ronco. Um dos mecanismos sugeridos nesse
processo ¢ a lesdo neurogénica dos musculos palatais (EDSTROM et al., 1992; LINDMAN et
al., 2002). Como a atividade funcional dos musculos da via aérea superior € importante para a
manutencdo da estabilidade e paténcia da via aérea durante a inspiracdo, uma disfuncéo
muscular pode ser uma das causas da AOS. No estudo de Lindman et al. (2002), alteracbes
histopatoldgicas (denervacdo e degeneracdo) foram detectadas no musculo palatofaringeo de
11 pacientes com AOS submetidos a uvulopalatofaringoplastia. As marcantes anormalidades
estruturais e o diferente padrao do tipo de fibras encontrados nos musculos dos pacientes com
AOS indicam um componente neuromuscular de instabilidade e colapso da via aérea superior.
Um estudo evidenciou que o grau do dano neurogénico do musculo palatofaringeo em
pacientes adultos estava associado ao grau do distdrbio respiratério (FRIBERG et al., 1998),
sugerindo-se que uma lesdo neurogénica progressiva local causada pelo trauma do ronco pode
ser um fator de contribuicdo potencial para a colapsibilidade da via aérea superior.

O tratamento ideal para a AOS deve objetivar a eliminacdo dos eventos
respiratérios obstrutivos e, com isso, restaurar o padrdo de sono normal e a adequada
oxigenacdo arterial (VEASEY et al., 2006; MORGENTHALER et al., 2006). Dentre as
modalidades de tratamentos, destacam-se os aparelhos geradores de fluxo de pressao positiva
(Positive Airway Pressure (PAP)), aparelhos intraorais de reposicionamento mandibular,
exercicios orofaringeos miofuncionais e cirurgias modificadoras de via aérea. Uma terapia
inovadora para o tratamento da AOS consiste na neuroestimulacdo do nervo hipoglosso
através de um implante terapéutico, projetado especificamente para restaurar o tobnus dos
principais musculos da lingua, efetivamente controlando o fluxo das vias aéreas superiores e
reduzindo significativamente ou eliminando a apneia (SCHWARTZ, 2014). Assim, o0 sistema
se parece e opera de maneira similar a um marcapasso cardiaco, exceto que, em vez de enviar
impulsos para o coragdo, ele envia leves impulsos ao nervo hipoglosso no pescogo. Em média,
75 a 80% dos pacientes apresentam sucesso nessa modalidade de tratamento. Alguns fatores
anatdmicos e funcionais sdo considerados desfavoraveis, mas ainda ndo existem estudos

suficientes.
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1.2 Anatomia e fisiologia da faringe

A faringe, essencialmente um tubo musculofibroso, se estende da base do cranio a
borda inferior da cartilagem cricoide. A parte superior, tanto da parede posterior como da
lateral, é quase totalmente formada de musculo. J& a parede anterior tem pouco musculo por
causa da abertura para as cavidades nasal e oral. Posteriormente, a faringe se encontra sobre a
superficie anterior do arco do atlas e do corpo das cinco vértebras cervicais subsequentes com
um tecido conjuntivo formando o espaco retrofaringeo.

A faringe é dividida em trés partes: nasal (nasofaringe), oral (orofaringe) e
laringea (hipofaringe). A mucosa da parte nasal da faringe é revestida por epitélio colunar
ciliado similar ao da cavidade nasal. As partes oral e laringea apresentam epitélio estratificado
escamoso. Numerosas glandulas mucosas, principalmente na parte superior, encontram-se na
profundidade da membrana mucosa (SAKAE et al., 2011).

A orofaringe esté localizada posteriormente a cavidade oral e se estende do palato
mole até o nivel do o0sso hioide (C3). Ela é composta por cinco camadas: mucosa, submucosa,
fascia faringobasilar, musculo constritor e fascia bucofaringea (DUVVURI; MYERS, 2009).
Cada parede lateral contém a tonsila palatina situada entre o arco palatoglosso anteriormente e
0 arco palatofaringeo posteriormente; o restante da parede posterior é formado pelo musculo
constritor da faringe (ANEXO A). Histologicamente, o palato mole e a parede posterior da
orofaringe séo delimitados por um epitélio escamoso estratificado ndo queratinizado, apoiados
por uma lamina prépria subjacente e camada muscular (ROSS et al., 2011).

A via aérea da faringe humana compreende uma série de musculos cuja integracéo
funcional é essencial para muitas fun¢des complexas, tais como degluticdo, fala e respiragéo.
De acordo com a perspectiva respiratoria, o objetivo primario desses musculos é manter a via
aérea aberta. Essa atividade é frequentemente diminuida durante o sono, tornando a via aérea
mais estreita e aumentando a propensao ao colapso (WORSNORP et al., 1998). Em individuos
saudaveis, os musculos faringeos sdo capazes de compensar adequadamente 0 aumento da
resisténcia das vias aéreas para manter a via pérvia. Com base em sua fungdo e anatomia, 0s
musculos faringeos sdo divididos em quatro grupos primarios: musculos extrinsecos da
lingua, masculos palatais, musculos que controlam a posicdo do osso hioide e musculos
constritores da faringe (superior, médio e inferior). H& cinco musculos palatais: levantador do
véu palatino, tensor do véu palatino, palatoglosso, palatofaringeo e musculos da uUvula
(EDWARDS; WHITE, 2011). Os musculos palatoglosso e palatofaringeo aumentam seu

disparo em resposta a breves pulsos de pressdo negativa ou carga resistiva inspiratoria
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(MORTIMORE; DOUGLAS, 1997). Um estudo sugeriu que o palatoglosso aumenta sua
atividade fasica em resposta a hipercapnia (TANGEL et al., 1995).

1.2.1 Musculo palatoglosso

O palatoglosso € uma faixa delgada de musculo recoberto com tunica mucosa e
que forma o arco palatoglosso. H& controvérsia na literatura acerca de sua procedéncia.
Enquanto alguns autores o consideram classicamente um mdsculo extrinseco da lingua
(MOORE; DALLEY; AGUR, 2011; WILLIANS, 1995), outros o tém considerado como
pertencente ao palato (MARGARET; HERRING, 1998; MARTINI, 2009). O mdusculo
palatoglosso tem origem na superficie inferior da aponeurose palatina e inser¢do na regido
posterolateral da lingua (MADEIRA, 1997). Apesar de controvérsias, numerosos estudos
concluiram que o musculo palatoglosso é inervado pelo nervo vago, e ndo pelo nervo
hipoglosso ou glossofaringeo (ROSA; NETO, 2012). Ele eleva a regido posterior da lingua e
puxa o palato mole em direcédo a lingua, fechando o istmo orofaringeo e auxiliando no inicio

da degluticéo.

1.2.2 Musculo palatofaringeo

O palatofaringeo ¢ um musculo fino e achatado, também recoberto com tdnica
mucosa, formando o arco palatofaringeo, e se estende por todo o comprimento da faringe.
Em um estudo de 50 cadaveres, o musculo palatofaringeo foi subdividido em longitudinal e
transversal. O palatofaringeo longitudinal era composto de quatro fasciculos: dois destes
emparelhando o mdsculo elevador do véu palatino imediatamente ap6s a origem na
aponeurose palatina; um fasciculo originado na Uvula e outro no musculo salpingofaringeo.
Os quatro fasciculos unidos continuavam atraves do arco palatofaringeo e se inseriam na
cartilagem tireoidea e abaixo da mucosa da hipofaringe. O palatofaringeo transversal ocupava
uma localizacdo de transicdo entre 0 musculo palatofaringeo e constritor superior da faringe,
onde se originava da aponeurose palatina e passava dorsalmente para envolver o istmo
faringeo e alcangar a rafe faringea (SUMIDA; YAMASHITA; KITAMURA, 2012). O
musculo palatofaringeo estende o palato mole e puxa as paredes da faringe superior, anterior e
medialmente durante a degluti¢cdo, promovendo o encurtamento da faringe, acdo que tem um
papel critico na depuracdo dos residuos alimentares retidos nos seios piriformes (DEJAEGER

et al., 1997). O musculo palatofaringeo também atua como esfincter nasofaringeo ao fechar o
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istmo da faringe e tem papel relevante durante a fala (FRITZELL, 1969; MOON et al., 1994).
E inervado pelo plexo faringeo com contribuicdes dos nervos glossofaringeo e vago. Ha uma

contribuicdo menos significativa do nervo palatino menor (SHIMOKAWA et al., 2005).

1.2.3 Musculo constritor superior da faringe

O musculo constritor superior da faringe forma a parte principal da parede lateral
e posterior da faringe e estd intimamente associado ao movimento normal das vias aéreas
superiores durante a fala, degluticdo e respiracdo (CARLOS et al., 2013). Emerge do hdmulo
do osso pterigoideo medial (parte pterigofaringea), da rafe pterigomandibular (parte
bucofaringea), da mandibula (parte milofaringea) e da raiz da lingua (parte glossofaringea)
(SAKAE, 2011). Tem inervacdo de ramos do plexo faringeo, derivados dos nervos cranianos
glossofaringeo e vago, e uma pequena contribuicdo do nervo facial (SHIMOKAWA et al.,
2004). Ele esta organizado em camadas funcionais de fibras, evidenciado pela inervagéo
motora distinta assim como pela distribuicdo de fibras nervosas especializadas (MU,
SANDERS, 2007).

1.3 Inervacdo sensorial microscépica proprioceptiva da faringe humana

A inervacdo motora dos musculos da faringe humana, incluindo as variacfes
regionais na sua densidade, € bem conhecida. Entretanto, os estudos sobre inervacdo sensorial
sdo muito escassos e centrados nas fibras sensoriais intraepiteliais da mucosa faringea. Em
um trabalho, foi determinado que a maior parte das fibras sensitivas procede do nervo
glossofaringeo (YOSHIDA et al., 2000).

A regido orofaringea participa de multiplas funcBes que tém em sua base
atividades reflexas: degluticdo, sucgdo, respiragdo, fala, mastigacdo, nauseas e vémitos, tosse
ou ronco (MILLER, 2002). A maioria desses reflexos protegem a integridade tissular da
cavidade oral e da lingua e também previnem a aspiracdo de alimento para a via aérea
inferior. Os receptores sensoriais da faringe respondem a alteragdes tateis, pressoricas e
estimulos quimicos. Essa informagéo sensorial da faringe envia permanentemente sinais para
0 sistema nervoso central, controlando a contragdo dos musculos constritores da faringe. As
respostas reflexas simples incluem: protecdo da faringe e vias respiratérias altas (reflexo
nauseoso, reflexo apneico e reflexo da aspiracdo), reflexos respiratorios e reflexos

cardiovasculares. As respostas reflexas complexas incluem: respiracdo oral, manutencdo da
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permeabilidade faringea, transporte e protecdo da faringe (degluticdo e vémito). Algumas
dessas atividades tém seu ponto de partida em estiramentos e/ou alargamentos dos proprios
musculos faringeos (sensibilidade proprioceptiva) e, portanto, € esperado que 0S
proprioceptores, receptores que desencadeiam esses estimulos, sejam estruturas nervosas
capazes de executar a transducdo de estimulos de encurtamento-estiramento muscular e
convertidos em impulsos nervosos

Na maioria dos musculos esqueléticos, as estruturas responsaveis pela funcao
proprioceptiva sdo os fusos musculares. Em 1967, Bossy e Vidic questionaram a existéncia
de fusos musculares na faringe humana, e Seto (1963), em seu livro “Estudos sobre a
inervagdo sensorial (sensibilidade humana)”, ndo descreve a presenca de fusos musculares nos
musculos dessa regido. Classicamente, admite-se que os musculos faringeos da maioria dos
mamiferos sdo desprovidos de fusos musculares (KUEHN; TEMPLETON; MAYNARD,
1990), apesar de estes estarem presentes em outros muasculos da regido, tais como
genioglosso, tensor do véu palatino, palatoglosso e alguns musculos da lingua. Em 1978, um
estudo em macacos (Macaca irus) demonstrou, pela primeira vez, a presenca de fusos
musculares no musculo constritor inferior da faringe (SENGUPTA; SENGUPTA, 1978).

1.4 Imunofluorescéncia e microscopia confocal a laser

A maioria dos estudos sobre inervacdo sensorial da faringe se limita a textos de
mais de 50 anos (SETO, 1963), em que se utilizavam técnicas de impregnacdo argéntica ou
tetroxido de dsmio-yoduro de zinco para marcar os elementos nervosos. Recentemente,
diversas técnicas imuno-histoquimicas tém sido desenvolvidas para realcar especificamente
tecidos nervosos e, assim, melhorar o potencial de analise das imagens. O anticorpo primario
do produto génico proteico 9.5 (PGP 9.5) é um marcador pan-axonal que marca nervos e
mecanorreceptores, ja descrito na literatura em trabalhos com pregas vocais de recém-
nascidos (LEITE et al.,, 2016), mucosa da epiglote e da prega vestibular de humanos
(RUOPPOLO et al., 2014), faringe humana (CARLOS et al., 2013), cavidade oral humana
(HILLIGES et al., 1996; RAMIERI et al., 1992), ligamentos do punho de humanos (JEW et
al., 2003), mucosa laringea de cavalos (YAMAMOTO et al., 2001) e mucosa do palato duro
de ratos (MITSUI et al., 2000).

Marcagbes por imunofluorescéncia, com utilizacdo de anticorpos primarios
seletivos para estruturas neurais, sdo mais eficientes que as classicas coloracfes com prata e

ouro por serem mais especificas. A marcacdo do anticorpo primario PGP 9.5 com fluoréforo
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conjugado Alexa fluor 488 permite o uso da microscopia confocal com varredura a laser
(MCL). Esta é uma técnica de aquisicdo de imagens que permite o seccionamento oOptico de
um espéecime atraves da convergéncia do feixe de raios luminosos para um plano focal ao
longo da direcdo axial da lente do microscopio. Ela gera um conjunto de dados que
representam a distribuicdo de marcadores fluorescentes depositados ao longo de um objeto em
estudo. Dessa forma, detalhes de finas estruturas sdo facilmente distinguidos e a resolucéo das
imagens obtidas é excelente. As imagens Opticas podem ser remontadas com minima
deterioracdo, sendo possivel reconstruir tridimensionalmente a estrutura interessada. Portanto,
esse método é ideal e confidvel para a avaliacdo morfoldgica e quantitativa de terminagoes

nervosas.

1.5 Mecanorreceptores

Os mecanorreceptores sdo um grupo de receptores que sdo estimulados por uma
variedade de estimulos externos, tais como toque, alteracdes de pressao e vibragdo, e também
desempenham uma importante funcdo na manutencao da homeostase intracelular (WU, 2009).
Os mecanorreceptores estdo presentes na pele e em outras partes do corpo, como articulacées
e superficies mucosas, e sdo formados por terminacdes das fibras nervosas sensoriais.
Algumas dessas fibras terminam em expansdes encapsuladas denominadas corpusculos, que
contém mitocdndria e vesiculas (HAMANN, 1995). Os mecanorreceptores sao classificados
em cinco tipos de acordo com sua morfologia: Merkel, Ruffini, Meissner, corpusculos de
Pacini e terminagdes nervosas livres (SCOTT, 2000). Os quatro primeiros corpusculos séo
terminagOes nervosas complexas e encapsuladas, enquanto as terminacdes nervosas livres sdo
estruturas nao encapsuladas.

As terminagGes nervosas livres estdo sob o epitélio e enviam projecfes através da
membrana basal, dentro do epitélio. Acredita-se que sejam receptores de tracdo rapidamente
adaptaveis e receptores da fibra-C e que iniciam reflexos da tosse e da apneia. As terminacdes
nervosas complexas tém sido frequentemente descritas com as mais variadas nomenclaturas e
apresentam diversos diametros, podendo algumas estruturas lamelares e corpusculares
chegarem a medir entre 200 e 350 micrémetros (um). As suas fungbes ndo foram
estabelecidas, entretanto, por analogia com a pele, parecem responder a pressdo, toque e frio
(WIDDICOMBE, 2001).

Carlos et al. (2013) demonstraram, em seu estudo em cadaveres sobre inervacao

sensorial da faringe humana, a ocorréncia de numerosos e diferentes mecanorreceptores na
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faringe humana, que presumivelmente detectam alterages mecénicas nas vias aéreas
superiores e substituem fusos musculares na funcdo de propriocepgdo, fundamental para a
fisiologia das vias aéreas superiores. Entre as estruturas encontradas, € possivel mencionar o0s
corpusculos Pacini-like, Golgi-like e Ruffini-like e uma ampla variedade de formacdes
sensoriais sem classificagdo morfoldgica. Em todos os casos, elas foram bem diferenciadas
dos tecidos vizinhos e demonstraram imunorreatividade para marcadores neuronais e células
de Schwann.

Em seu estudo sobre inervacdo sensorial proprioceptiva da faringe, Arias Garcia
(2012) também encontrou diferentes morfotipos de formacgdes nervosas sensitivas, incluindo
um tipo especial de formacdo denominada espiroidea, que poderia substituir os fusos
musculares como receptor proprioceptivo.

As terminagdes nervosas livres foram descritas por Ruoppolo et al. (2014) na
mucosa da epiglote e da prega vestibular de adultos humanos. Na cavidade oral humana, ja
foram identificadas estruturas lamelares similares aos corpusculos de Meissner (HILLIGES et
al., 1996). Na mucosa gengival e palatal humana, foi possivel corar o corpusculo de Merkel
(RAMIERI et al., 1992). No estudo de inervacdo proprioceptiva em pregas vocais de recém-
nascidos, observaram-se terminacGes nervosas livres, feixes nervosos e terminagoes
glomerulares na mucosa da prega vocal. Nos musculos intrinsecos da laringe, foram
identificadas terminacBes complexas glomerulares, corplsculo tipo-Meissner, fusos

musculares e estruturas nervosas tipo spiral-wharves (LEITE et al., 2016).

1.6 Relevancia e justificativa

Nos altimos anos, tornou-se evidente que a variagdo morfoldgica e quantitativa
das estruturas nervosas sensitivas € especifica a cada 6rgao e a cada espécie animal, portanto
sdo necessarios estudos individualizados para as diferentes regides do organismo humano. Ha
uma escassez na literatura de trabalhos sobre a inervagéo sensorial da faringe humana. Nesse
sentido, o estudo descritivo das terminagGes nervosas da faringe é fundamental, porque
respostas sensoriais anormais tém sido encontradas em algumas condic¢Ges patoldgicas como
na via aérea superior de pacientes com apneia obstrutiva do sono (GUILLEMINAULT,
2005), doenca com elevada morbimortalidade cardiovascular e grande impacto para a saude
publica e que ainda apresenta etiopatogenia incerta.

O estudo da inervagdo proprioceptiva da faringe, em um grupo controle com

funcdo sensorial normal presumida, torna-se relevante para futuras pesquisas envolvendo a
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provavel patogénese neuroldgica da AOS, colaborando, de forma significativa, para 0s
conhecimentos vigentes acerca de sua complexa fisiopatologia e influenciando o prognéstico
da doenca, o desenvolvimento de técnicas cirurgicas e a selecdo da modalidade terapéutica

adequada para cada individuo.



28

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a morfologia e a distribuicdo das termina¢Ges nervosas da faringe de

adultos com inervagéo sensorial normal e sem apneia obstrutiva do sono.

2.2 Especificos:

- Descrever as terminagfes nervosas dos musculos palatoglosso, palatofaringeo e

constritor superior da faringe;

- Avaliar a anatomia microscépica da orofaringe através de coloracdo com

hematoxilina-eosina;

- Comparar a densidade nervosa entre os musculos palatoglosso, palatofaringeo e

constritor superior da faringe;

- Avaliar a aplicabilidade da técnica de imunofluorescéncia com uso do PGP 9.5 e

microscopia confocal de varredura a laser no estudo da inervagédo da faringe em humanos.
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3 CASUISTICA E METODO

A pesquisa foi desenvolvida no Departamento de Cirurgia da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do Ceara — UFC, com a aprovacdo pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade, conforme parecer nimero 1.645.613 (APENDICE A).

Trata-se de um estudo do tipo experimental, descritivo e transversal. Foram
avaliados os musculos palatoglosso, palatofaringeo e constritor superior da faringe de seis
pacientes adultos submetidos a tonsilectomia das palatinas (remocdo das amigdalas palatinas),
no Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC), com indicacdo cirdrgica prévia para
tratamento de tonsilite cronica ou tonsilite de repeticdo, sem Apneia Obstrutiva do Sono
(AOS) e com funcao sensorial normal.

Para a pesquisa, foram analisados cinco individuos do sexo feminino e um

individuo do sexo masculino com idades variando entre 22 e 35 anos.
3.1 Triagem dos pacientes

A triagem foi realizada no ambulatério de Otorrinolaringologia do Hospital
Universitario Walter Cantidio (HUWC), dentre os pacientes que ja tinham indicacéo cirdrgica
prévia de tonsilectomia das palatinas, durante a consulta pré-operatéria, a partir da realizacdo
de exame fisico para avaliacdo de sensibilidade faringea e aplicacdo dos questionarios STOP-
BANG e Berlim. A confirmacdo da auséncia de AOS foi realizada por intermédio do exame
de Tonometria Arterial Periférica (TAP) durante o sono com o dispositivo portatil Watch-
PAT-200% (Itamar Medical Ltd.,Caesarea, Israel) em uma data distinta da consulta.

A presuncéo de sensibilidade faringea normal ocorreu durante a orofaringoscopia
do exame fisico otorrinolaringolégico, considerada positiva na presenga de contracdo e/ou
reflexo nauseoso ao toque dos pilares amigdalianos anterior e posterior e da parede posterior

da orofaringe com abaixador de lingua (FIGURA 1).
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Figura 1 — Toque do pilar amigdaliano
anterior (A) com abaixador de lingua
durante teste de sensibilidade faringea;
B, pilar amigdaliano posterior; C, parede

posterior da orofaringe; T, tonsila

palatina

Tty
g

Fonte: elaborada pelo autor.

No questionario STOP-BANG (acronimo em inglés para Snoring, Tiredness,
Observed apnea, high blood Pressure, Body mass index, Age, Neck circumference, and
Gender), algumas perguntas simples eram feitas sobre o ronco (se era alto a ponto de ser
ouvido além de uma porta, por exemplo); se a pessoa ficava cansada ou dormia ao longo do
dia; se tinha pressdo arterial elevada; sobre indice de massa corpérea acima de 35 kg/m?; se
tinha idade acima dos 50 anos; se a circunferéncia do pescogo estava acima dos 40 cm e se era
do sexo masculino. Menos do que trés respostas positivas indicavam que a pessoa tinha baixo
risco de ser portador de AQOS, enquanto trés ou mais indicavam alto risco (CHUNG et al.,
2012) (ANEXO B).

O risco de AOS também foi avaliado através do Questionario de Berlim
(NETZER et al., 1999). Os pacientes foram divididos em alto e baixo risco de AOS, com base
nas respostas de perguntas de sintomas agrupadas em trés categorias. Um paciente era
considerado de alto risco para AOS se dois dos trés seguintes critérios fossem observados: 1)
ronco com duas das seguintes caracteristicas: mais alto do que a fala, pelo menos 3 a 4 vezes
por semana, reclamacdes de outros sobre o ronco, pausas respiratérias testemunhadas pelo
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menos 3 a 4 vezes por semana; 2) fadiga no inicio da manha e durante o dia, mais de 3 a 4
vezes por semana ou adormecer ao volante; e 3) presenca de hipertensdo ou obesidade
(ANEXO C).

Os pacientes com baixo risco de AOS constatados nos questionarios STOP-
BANG e Berlim foram submetidos ao exame de sono com o equipamento Watch-PAT, que
inclui a Tonometria Arterial Periférica (TAP), oximetria de pulso, actigrafia, sensores de
ronco e posicao, e frequéncia de pulso. O Watch-PAT consiste em um dispositivo colocado
no pulso da méo ndo dominante do paciente, conectado a um sensor posicionado no dedo
indicador do mesmo lado do paciente (probe). Os sensores de ronco e posi¢do séo fixados
com adesivos na flrcula esternal e no térax, e o oximetro é colocado no dedo anelar também
da mdo ndo dominante do paciente, de acordo com o modelo apresentado na figura cedida
pela Itamar Ltda (FIGURA 2).

Figura 2 — Registro de Tonometria Arterial Periférica com Watch-PAT

g D \ .- Vv 0id. el oy
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Fonte: Itamar Medical (CORTESIA).

O software especifico do aparelho (zzzPATR) faz a leitura do exame. O algoritmo
do zzzPAT é baseado em 14 caracteristicas extraidas de duas séries da amplitude da
Tonometria Arterial Periférica e dos periodos interpulso (PIP). Esses dados, associados a
actigrafia, permitem o estadiamento do sono em vigilia, sono leve, sono profundo e sono
REM (PINTO et al., 2015) (FIGURA 3).
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Sleep Study Report
Sleep Summary Owxygen Saturation Statistics
Start Study Time: 102105 PM | | Mean: a7 Mmirum: - 98 Iszirnum: a8
End Study Time: 07:39:41 AM | | Mean of Dezaturations Madirs () A
Total Study Time: g hrs, 18 mi
yime = = Cpgan Dessmmr. 49 10-20 =20 Total
Sleep Time Thrs, 3 min | | Events Humbsr 0 0 0
% REM of Sleep Time: 231 || Tatal an 02 0o oo
Respiratory Indices Oiygen Samraton: <90 <88 B3 «B0 =70
REM NREM  All Hight | | Duration jminutes): 00 00 00 00 Qo
Slep B 0o oo 00 00 00
pROL 128 71 24
ool: 0.0 0.0 0.0 | | Mean: T4 Ianimurn: fi1 Mzxirmum: 118

inaices are caiculated wsing vahd sisep Hme of 7 firs, 32 min.
PROFBAHT are caicuisied Lsing o desafurations = 3%

PAT Respiratory Events
K : periods
Snore / Body Position
14
" dE
14
ﬂ il N
4l
Oxygen Satwuragon / Pulse Rate
|
"3
-4

i L 3
o o o

32

Foram incluidos na pesquisa pacientes entre 18 e 65 anos, presencga de reflexo

durante o teste de sensibilidade faringea, questionarios STOP-BANG e Berlim indicativos de
baixo risco de AOS e IAH< 5 no registro da TAP com Watch-PAT. Foram excluidos

pacientes com doenca neuroldgica e histéria de AVC (Figura 4). Ademais, foi devidamente
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enfatizado ao paciente que os procedimentos seriam realizados apenas para fins cientificos e

esclarecido conforme Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE B).

Figura 4 — Fluxograma de triagem dos pacientes
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= Interrompe pesquisa

Fonte: elaborada pelo autor.

Os questionarios STOP-BANG e Berlim foram aplicados em 23 pacientes durante

a consulta pré-operatdria. Destes, sete foram excluidos da pesquisa em virtude do alto risco de

AOS. Dentre os 16 pacientes restantes, com baixo risco de AQS, trés desistiram de participar

das etapas seguintes da pesquisa. Treze pacientes foram entdo selecionados, dentre os quais

nove realizaram o exame de TAP com Watch-PAT. Cinco pacientes realizaram 0 exame no

hospital durante o internamento um dia antes da cirurgia, enquanto 0s outros quatro

realizaram-no em seus préoprios domicilios. Trés pacientes foram excluidos apds a constatacéo

de AOS moderado pelo dispositivo (IAH: 16,1; 19,6; 28,5). Finalmente, 0s seis pacientes que

apresentaram auséncia de AOS pelo exame (IAH < 5) foram selecionados para a coleta do

material (FIGURA 5).
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Figura 5 — Triagem dos pacientes

23 PACIENTES ENTREVISTADOS = JLPACIENTES ALTO RISCO AOS (exchuidos)

16 PACIENTES BAIXO RISCO DE AOS -3 DESISTENCIAS
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Fonte: elaborada pelo autor.

3.2 Obtencao das amostras

As amostras dos musculos palatoglosso, palatofaringeo e constritor superior da
faringe foram obtidas durante procedimento de tonsilectomia das palatinas convencional,
previamente indicado no servico de Otorrinolaringologia do HUWC. A retirada das amostras
foi um procedimento adicional a cirurgia de tonsilectomia das palatinas.

Os procedimentos cirargicos foram realizados por disseccdo bilateral, com o
paciente em decubito dorsal horizontal com hiperextensdo cervical (posicdo de Rose), sob
anestesia geral e intubacdo orotraqueal. Padronizou-se o local da coleta das amostras dos trés
musculos em todos os individuos, optando-se pelo lado direito dos pacientes, em virtude da
maior facilidade da técnica para o cirurgido destro. Todos os procedimentos foram realizados

pelo mesmo cirurgido e ndo houve intercorréncias cirdrgicas (FIGURA 6).
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Figura 6 — Visdo do cirurgido apds resseccao da tonsila palatina direita.
PG, Palatoglosso; PF, Palatofaringeo; MCSF, Mdusculo Constritor

Superior da Faringe; U, Uvula; L, lingua

Fonte: elaborada pelo autor.

Apos a disseccao da tonsila direita, um pequeno fragmento da porc¢do cranial do
muasculo palatoglosso era obtido apds incisdo longitudinal do arco palatoglosso,
superiormente (Figura 7), repetindo-se 0 mesmo procedimento no arco palatofaringeo,
inferiormente, representado pelo musculo palatofaringeo em sua porgdo caudal. Proxima a
essa incisdo, uma terceira amostra era obtida apds resseccao transversal da parede posterior da
orofaringe, permitindo, assim, a obtencdo do musculo constritor superior da faringe. A
hemostasia com eletrocautério bipolar era realizada somente ap6s a etapa de coleta para evitar

dano estrutural aos musculos.
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Figura 7 — Obtencéo da amostra relativa ao musculo palatoglosso. Local de
resseccdo da amostra (seta); PG, fragmento do musculo palatoglosso (3mm

x 10mm); TP, tonsila palatina

Y
L i
Fonte: elaborada pelo autor.

Foram, entdo, obtidas 18 espécimes da faringe, seis oriundas do mausculo
palatoglosso, seis do musculo palatofaringeo e seis do musculo constritor superior da faringe.

Realizava-se a marcagdo com fio Nylon® para identificar a parte superior das pecas.

3.3 Preparo da amostra

As amostras eram colocadas em recipientes com solucdo de paraformaldeido a
4%, onde permaneciam por 48 a 72 horas sob refrigeracdo. Em seguida, as pegas eram
transferidas para recipientes com solucéo de sucrose a 20% e acondicionadas em freezer a -

70°C até serem cortadas e coradas.
3.4 Preparo dos cortes para imunofluorescéncia
As amostras eram posicionadas com suas por¢des superiores voltadas para cima e

porcdes mediais voltadas para a direita, sendo, entdo, tomadas as suas medidas: altura e
comprimento relativos a seus maiores eixos (FIGURA 8).
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Figura 8 — Medicdo da amostra

Fonte: elaborada pelo autor.

Em seguida, elas eram pesadas em balanca de precisdo (FIGURA 9).

Figura 9 — Pesagem da amostra

Fonte: elaborada pelo autor

A peca era, entdo, ajustada na base do criostato, com sua face superior alinhada ao
marco de referéncia e fixada com Jung TissueFreezing Medium® (Leica Microsystems,
Nussloch, Germany), assegurando-se a correta identificacdo das regides da peca na lamina
(FIGURA 10). Realizaram-se cortes longitudinais nas amostras relativas aos musculos
palatoglosso e palatofaringeo e cortes transversais nas amostras do musculo constritor
superior da faringe com espessura de 50um, em criostato Leica® modelo CM1850
(LeicaMicrosystems, Nussloch, Germany), a temperatura de -18 a -20°C.
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Figura 10 — Secgéo da peca no criostato

Fonte: elaborada pelo autor

3.5 Coloragao com Hematoxilina-Eosina

Os cortes das amostras foram colocados em laminas Immunoslide® (Easypath®,
Sdo Paulo, SP). Foi confeccionada imediatamente ap6s o corte de cada amostra uma lamina
corada com hematoxilina de Harris (Laborclin®, Pinhais, PR) e com eosina amarelada
(Inlab®, Diadema, SP) para avaliar a preservacdo e integridade dos tecidos e para servir de
referéncia nos estudos histomorfométricos. O restante das laminas foi arquivado em caixa

prépria, em congelador a temperatura -70°C até o momento da coloracéo.

3.6 Imunofluorescéncia

A preparagdo das ldminas seguiu o0 método de imunofluorescéncia com anticorpo
priméario PGP 9,5 e anticorpo secundario Alexa fluor 488, descrito por JEW e colaboradores
(JEW et al., 2003). As seccdes foram lavadas quatro vezes por 15 minutos com solucéo fria
de tampdo fosfato-salino a 0,1 mol (0,1M TFS, Laborclin®, Pinhais, PR) contendo 3% de
Triton X-100 (TX-100, Inlab®, Diadema, SP), seguidas de incubagdo por duas horas na
temperatura ambiente, com solugdo de bloqueio contendo 4% de soro normal de cabra
(Jackson Immuno Research Inc., West Grove, PA), 0,25% de albumina sérica bovina (Inlab®,
Diadema, SP), 2% de TX-100 e 0,1M TFS. Os tecidos foram lavados por 15 minutos, quatro
vezes com 0,1M TFS gelado e incubado com anticorpo primario por 18 a 20 horas a 4°C. O
anticorpo primario foi o PGP 9,5 (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL), diluido em
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1:200 em solugéo consistindo de 0,5% TX-100 em 0,1M TFS. Em seguida, foi lavado quatro
vezes por 15 minutos em 0,1M TFS e, entdo, incubado no escuro por duas horas na
temperatura ambiente com o segundo anticorpo marcador fluorescente Alexa Fluor 488 — IgG
(Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL), diluido em 1:200 com os diluentes do anticorpo
primario. As laminas foram protegidas da luz, e foi realizada uma série de lavagens: duas
vezes por 15 minutos com 0,1M TFS frio, uma vez por 20 minutos com 0,05M TFS frio e
uma vez com agua destilada (FIGURA 11). As laminas foram cobertas com laminulas,

colocadas em estojos e estocadas em refrigerador a -70° C.

¥

Fonte: elaborada pélo autor.

3.7 Anélise histomorfométrica

Avaliaram-se nove cortes de cada pega dos seis individuos. As secgdes preparadas
com imunofluorescéncia foram examinadas com microscopio confocal a laser equipado com
epifluorescéncia (modelo LSM 710, Carl Zeiss Inc., Jena, Alemanha). As sec¢Oes foram
vistas com epifluorescéncia, usando um filtro de excitacao (492-630nm) para emissdo de feixe
(520-525nm) Dualexis — fluor 488. Cada corte foi examinado no aumento de 100 vezes para
avaliar a orientagdo dos tecidos e mapear as estruturas de interesse. Quando identificadas,
foram utilizados aumentos de 200 vezes e 400 vezes para ver maiores detalhes. As estruturas
identificadas nas laminas estudadas de cada individuo foram fotografadas e suas dimensdes,

conformacoes e localizagéo relativa, foram avaliadas.



40

Com o intuito de se comparar a densidade nervosa entre os trés musculos, foram
obtidas quatro imagens panoramicas de secgBes selecionadas de cada musculo estudado.
Escolheram-se os cortes com menor nimero de artefatos e melhor fluorescéncia e procedeu-se

a aquisicéo de imagem com o método de mosaico e tridimensional (FIGURA 12).

Figura 12 — Imagem em mosaico representativa das amostras dos musculos
palatoglosso, palatofaringeo e constritor superior da faringe (MCSF)

PALATOGLOSSO PALATOFARINGEO MCSF

Objetiva com aumento de 40x.
Fonte: elaborada pelo autor.

A imunofluorescéncia foi realizada também com a finalidade de obter dados
quantitativos da marcagdo de anticorpo PGP 9.5 nas amostras (AHMED et al., 2007). Para
andlise qualitativa, as micrografias foram feitas delimitando as areas de interesse. A
quantificacdo da marcacao nas fotomicrografias foi analisada pela obtencdo de densidade e
marcacdo de histogramas (pixels) em razdo da éarea total, sendo expressa em termos
percentuais (FIGURA 13). A intensidade de imunofluorescéncia para PGP 9.5 nos especimes
foi mensurada por meio do ImageJ (NIH, Bethesda, EUA). Dessa forma, calculou-se a média
da densidade através da porcentagem da area imunomarcada das fibras nervosas dos masculos
palatoglosso, palatofaringeo e constritor superior da faringe dentre as imagens panoramicas

selecionadas previamente.



Figura 13 — Figura representativa do processo de medicdo da densidade nervosa do
musculo palatofaringeo. Passo 1 - Imagem panoramica captada com microscépio
confocal (Area total). Passo 2 - Delimitacdo da regi&o a ser calculada a densidade das

fibras nervosas (Mensuracédo da area de imunofluorescéncia)
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Passo 2: Mensuracdo da area de imunofluorescéncia
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Fonte: elaborada pelo autor.

3.8 Analise estatistica

Calcularam-se a média e o desvio padrdo para os dados descritivos: medidas das
pecas estudadas (peso, comprimento e largura) e densidades nervosas dos muasculos.

Com o intuito de comparar as médias das densidades nervosas entre 0s trés
musculos estudados, foi realizado teste Shapiro-Wilk para verificar a normalidade,
observando se os resultados obedeciam a uma distribui¢cdo normal. Em seguida, foi realizado
o teste T seguido do teste de Wilcoxon para os dados ndo paramétricos. Utilizou-se o teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do teste Dunn’s para comparag¢des multiplas.

O software GraphPad Prism® versdo 6.0 para Windows® (GraphPad Software,
San Diego, California, USA, 2015) foi utilizado para a realizagdo dos procedimentos
estatisticos. Para todas as analises, foi considerado estatisticamente significativo quando p <
0,05.
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Seis individuos foram selecionados para o estudo ap6s o0s procedimentos de

exclusdo, compondo a amostra da seguinte forma: cinco individuos do sexo feminino e um do

sexo masculino com idades variando entre 22 e 35 anos. O exame de Tonometria Arterial

Periférica (TAP) por Watch-PAT dos seis individuos que participaram da pesquisa registrou

valores de indice de Apneia e Hipopneia (IAH) que oscilaram entre 0 e 2,1/hora (APENDICE

C). Os dados morfologicos gerais das pecas anatbmicas estudadas foram descritos na Tabela

1.

Tabela 1 — Dados morfoldgicos gerais dos espécimes avaliados
DADOS Ind 1 Ind2* Ind3 Ind4 Ind5 Ind6 Meédia+DP
Peso PTG 0,21y 0,709 056g 0579 0,749 0,779 059+0,19
Largura PTG 1,3cm 12cm  09cm  1,0cm  0,8cm 0,9cm 1,02+0,18
Comprimento PTG 0,8cm 0,6cm 0,8cm 0,7cm 0,7cm 0,6cm 0,7 +0,08
Peso PTF 0,209 0,799 0,759 0,729 0,779 0,65+0,22
Largura PTF 1,3cm 12cm 1,0cm 09cm 0,6cm 1+0,24
Comprimento PTF  0,7cm 0,6cm 0,7cm 09cm 0.6cm 0,7x0,11
Peso MCSF 0,23g 0,109 0,799 056g 0649 0,63g 0,49%0,24
Largura MCSF 1,0cm 1,0cm 0,6cm 0,8cm 1,0cm 1,0cm 0,9 +0,15
Comprimento MCSF 0,5cm  0,5cm 0,4cm  0,7cm 0,3cm  0,5cm 0,48 £0,12

Ind, individuo; PTG, palatoglosso; PTF, palatofaringeo; MCSF, musculo constritor superior

da faringe; DP, desvio padrao.

Ind 2*: a peca relativa ao musculo palatofaringeo do individuo 2 foi considerada inviavel.

Fonte: elaborada pelo autor.

4.1 Coloragio Hematoxilina-Eosina

4.1.1 Palatoglosso

Delimitado por um epitélio estratificado pavimentoso, visualizou-se tecido

conjuntivo com vascularizago intensa e feixes musculares (FIGURA 14).
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Figura 14 - Imagem panoramica da peca
evidenciando epitélio estratificado pavimentoso
ndo queratinizado (E), tecido conjuntivo denso
(TCD) e camada muscular (M)

Objetiva com aumento de 50x.
Fonte: elaborada pelo autor.

Foram visualizados filamentos nervosos em tecido conjuntivo subepitelial

relacionados aos vasos sanguineos, e entre as fibras musculares (FIGURA 15).

Figura 15 — Terminagbes nervosas (setas) dentro do tecido conjuntivo
subepitelial relacionadas aos vasos sanguineos (vs) (A). Filamento nervoso
dentro do feixe muscular (B). Filamento nervoso (N) em tecido conjuntivo (C)

que penetra entre as fibras musculares (M) (C)

Objetiva com aumento de 200x.
Fonte: elaborada pelo autor.
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4.1.2 Palatofaringeo

A anéalise das laminas demonstrou epitélio estratificado pavimentoso, tecido
conjuntivo com intensa vascularizagdo nas camadas mais profundas e muitas glandulas
acinares mucossecretoras e camada muscular com fibras musculares desconectadas (FIGURA
16).

Figura 16 — Imagem panoramica da peca evidenciando epitélio estratificado pavimentoso

(E), tecido conjuntivo (TC) e feixes musculares (M)
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Objetiva com aumento de 50x.
Fonte: elaborada pelo autor.
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Foram visualizados varios filetes nervosos entre os feixes musculares (FIGURA
17).

Figura 17 — Varios filetes nervosos entre as fibras musculares (A). Numerosas
glandulas acinares mucossecretoras (G) a esquerda e filete nervoso (seta) entre as

fibras musculares a direita (B)

Objetiva com aumento de 100x.
Fonte: elaborada pelo autor.

4.1.3 Musculo constritor superior da faringe

Na amostra relativa ao musculo constritor superior da faringe, visualizou-se
epitélio estratificado pavimentoso ndo queratinizado, tecido conjuntivo com vasos e

terminacBes nervosas e um aglomerado de glandulas acinares mucossecretoras (FIGURA 18).
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Figura 18 — Imagem panorémica da peca evidenciando epitélio
estratificado pavimentoso ndo queratinizado (E), tecido
conjuntivo (TC) com varias glandulas acinares mucossecretoras

e fibras musculares (M)

Objetiva com aumento de 50x.
Fonte: elaborada pelo autor.

Foram visualizados longos filetes nervosos no tecido conjuntivo subepitelial
(FIGURA 19).

Figura 19 — Filete nervoso longo no tecido conjuntivo
subepitelial (A). Filete nervoso (setas) proximo a vaso

sanguineo (VS) em tecido conjuntivo (B)

Objetiva com aumento de 50x (A) e aumento de 200x (B).
Fonte: elaborada pelo autor.



48

4.2 Imunofluorescéncia para anticorpo primario Anti-Pgp 9.5

4.2.1 Palatoglosso

A andlise das laminas preparadas com imunofluorescéncia sob microscopia
confocal de varredura a laser (MCL) referente ao masculo palatoglosso revelou a presenca de
terminacbes nervosas livres finas em diferentes sentidos em meio ao tecido conjuntivo
subepitelial, que mediam em comprimento entre 60 e 167 um, e na camada muscular,
paralelas as fibras musculares. A relacdo das terminagdes nervosas com 0s vasos sanguineos
também foi constatada na analise por MCL (FIGURA 20).

Figura 20 — TerminacGes nervosas livres em diferentes sentidos no tecido
conjuntivo subepitelial. E, epitélio (A). Relacdo das terminagdes nervosas

livres com vasos sanguineos (B)

Barra = 100 um e objetiva com aumento de 10x.
Fonte: elaborada pelo autor.
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Observaram-se feixes nervosos de diferentes calibres, alguns entrelagados e
paralelos as fibras musculares; outros feixes volumosos emitiam ramificacfes perpendiculares
as fibras musculares (FIGURA 21).

Figura 21 — Feixes nervosos entrelacados e paralelos as fibras
musculares  (A). Feixes nervosos emitindo ramificacOes

perpendiculares as fibras musculares (B)

Barra = 100 um e objetiva com aumento de 20x.
Fonte: elaborada pelo autor.

Foram visualizadas ainda formacdes nervosas em rede (network) (FIGURA 22).

Figura 22 — Formagé&o nervosa tipo network

Barra = 100 pm e objetiva com aumento de 20x.
Fonte: elaborada pelo autor.

Dentro da camada muscular, também foram identificadas terminacdes nervosas

complexas de diferentes tamanhos e formatos. Entre essas estruturas, visualizou-se uma
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formagédo arborizada ndo encapsulada Ruffini-like, de 245 pum em seu maior didmetro
(FIGURA 23).

Figura 23 — Formacdo arborizada ndo encapsulada Ruffini-like

Barra = 100 um e objetiva com aumento de 20x.
Fonte: elaborada pelo autor.

Ainda na camada muscular, foi visualizado um emaranhado de fibras nervosas
com formato cénico Golgi-like de aproximadamente 716 pm em seu maior diametro
(FIGURA 24).
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Figura 24 — Formag0es nervosas com formato conico Golgi-like

Barra = 100 um e objetiva com aumento de 20x.
Fonte: elaborada pelo autor.

Observaram-se, ainda, estruturas cilindricas Meissner-like no tecido conjuntivo

préximo a musculatura, medindo 221 pum em seu maior diametro (FIGURA 25).
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Figura 25 — Formacdo nervosa Meissner-like no tecido conjuntivo préximo a

musculatura

Barra = 100 um e objetiva com aumento de 20x.
Fonte: elaborada pelo autor.

Identificaram-se fusos musculares, distribuidos esparsamente pelo tecido

muscular, medindo 802 um de comprimento (FIGURA 26).
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Figura 26 — Fusos musculares distribuidos esparsamente pelo tecido

muscular

Barra = 100 um e objetiva com aumento de 20x.
Fonte: elaborada pelo autor.

Foram encontradas estruturas nervosas alongadas com formato em espiral (spiral-
wharves), de 650 um de comprimento, que corriam paralelamente as fibras musculares
(FIGURA 27).
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Figura 27 — Estruturas nervosas alongadas com formato em espiral (spiral-wharves)

correndo paralelamente as fibras musculares

Barra = 100 um e objetiva com aumento de 20x.
Fonte: elaborada pelo autor.

4.2.2 Palatofaringeo

A anélise das laminas referentes ao musculo palatofaringeo mostrou a presenca de
terminacOes nervosas livres bem finas e tortuosas no epitélio, caminhando em direcdo aos
vasos sanguineos, que mediam em comprimento 390um, e na camada muscular, paralelas as

fibras musculares, medindo em comprimento entre 278 e 407 um (FIGURA 28).



Figura 28 — Terminagdes nervosas livres (seta) finas e tortuosas no
epitélio, caminhando em dire¢do aos vasos sanguineos. E — epitélio; VS
— vaso sanguineo (A). Terminacdes nervosas livres paralelas as fibras

musculares (B e C)

A C
E
Vs

Barra = 100 pum Barra = 100 pm Barra = 100 pm
Aumento de 10x Aumento de 20x Aumento de 40x
Fonte: elaborada pelo autor.
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Na camada muscular, foi visualizado um padrdo entrelacado de feixes nervosos

Figura 29 — Padrdo entrelagado de feixes

nervosos cruzando as fibras musculares

Barra = 100 um e objetiva com aumento de 20x.
Fonte: elaborada pelo autor.

cruzando as fibras musculares que mediam em comprimento entre 30 e 75 um (FIGURA 29).



56

Foram encontradas, ainda, formagdes nervosas tipo network (FIGURA 30).

Figura 30 — Formacao nervosa tipo network

Barra = 100 um e objetiva com aumento de 20x.
Fonte: elaborada pelo autor.

Identificaram-se formacdes nervosas complexas Golgi-like dentro da camada
muscular com comprimento de cerca de 680 pm em seu maior diametro e area de 12.000 pm?
(FIGURA 31).

Figura 31 — Formacdo nervosa complexa
Golgi-like

Barra = 100 um e objetiva com aumento de
20x.
Fonte: elaborada pelo autor.
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Observaram-se formagdes complexas com padréo Ruffini-like, de 211 um em seu
maior didmetro (FIGURA 32).

Figura 32 — Formacdo nervosa complexa Ruffini-like

Barra = 100 um e objetiva com aumento de 40x.
Fonte: elaborada pelo autor.

4.2.3 Musculo constritor superior da faringe

A andlise das laminas relativa ao musculo constritor superior da faringe
evidenciou um padrdo bastante inervado. Foram visualizadas varias terminag0es nervosas
livres alongadas e finas partindo do tecido conjuntivo em direcdo a mucosa e a camada

muscular, que mediam em comprimento entre 110 e 516um (FIGURA 33).
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Figura 33 — Terminag0es nervosas livres alongadas e finas partindo do tecido

conjuntivo em diregdo a mucosa e camada muscular

Barra = 100 um e objetiva com aumento de 10x.
Fonte: elaborada pelo autor.

Observaram-se terminag6es nervosas livres e complexas mantendo intima relacdo

com glandulas seromucosas (FIGURA 34).
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Figura 34 — TerminacGes nervosas livres em proximidade a glandulas
seromucosas (A). Formacdo nervosa complexa ndo classificavel ao redor da
glandula (B)

Barra = 100 pm e aumento de 20x. Barra = 100 pm e aumento de 10x.
Fonte: elaborada pelo autor.

Nas camadas mais profundas da lamina prépria, foram identificados feixes

nervosos calibrosos, medindo mais de 200um de espessura (FIGURA 35).

Figura 35 — Feixe nervoso

Barra = 100 um e objetiva com aumento de 20x.
Fonte: elaborada pelo autor.
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Foram também observados fasciculos nervosos medindo mais de 500um, que
tendiam a se ramificar entre as fibras musculares, com reducdo progressiva de seu calibre
(FIGURA 36).

Figura 36 — Fasciculo nervoso (grupo de feixes nervosos) (A). Fibra nervosa

deixando o fasciculo em direcéo as fibras musculares (B)

Barra = 100 um e aumento de 10x. Barra = 100 um e aumento de 10x.
Fonte: elaborada pelo autor.

Dentre as terminacdes nervosas complexas, observaram-se na camada muscular
formacdes Ruffini-like, de 90um em seu maior didmetro, envolvidas por fibras musculares
(FIGURA 37).

Figura 37 — Formac&o nervosa complexa Ruffini-like envolvida por fibras musculares

Barra = 100 u e objetiva com aumento de 40x.
Fonte: elaborada pelo autor
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Identificaram-se, também, na camada muscular, formagdes ovais, de 164um em
seu maior diametro (FIGURA 38).

Figura 38 — Formacdao nervosa complexa oval

Barra = 100 um e objetiva com aumento de 40x.
Fonte: elaborada pelo autor.

Ainda na camada muscular, foram encontradas formacfes ndo classificaveis
(FIGURA 39).

Figura 39 — Formacdo nervosa complexa néo classificavel

Barra = 100 um e objetiva com aumento de 20x.
Fonte: elaborada pelo autor.
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Foram visualizadas formacgdes espiroideas (spiral-wharves), que mediam em

comprimento até 305um, com intensa ramificacdo (Figura 40).

Figura 40 — Spiral-wharves

Barra = 100 pm e objetiva com aumento de 20x.
Fonte: elaborada pelo autor.

Os diversos tipos de terminacgdes nervosas encontradas nas amostras relativas aos
musculos palatoglosso, palatofaringeo e constritor superior da faringe podem ser visualizadas

na Tabela 2.
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Tabela 2 — Distribuicdo das terminagBes nervosas entre 0s musculos palatoglosso,

palatofaringeo e constritor superior da faringe

MUSCULO
CONSTRITOR
TERMINACOES SUPERIOR DA
NERVOSAS PALATOGLOSSO |PALATOFARINGEO |FARINGE
Terminacoes
Nervosas Livres X X X
Formacéo Ruffini-
like X X X
Formacdo Golgi-
like X X
Formacao
Meissner-like X
Formacao
complexa oval X
Spiral-wharves X X
Formacao Network | X X
Formacéo
complexa nao
classificavel X
Feixes Nervosos | X X X
Fasciculos
Nervosos X
Fusos Musculares | X

Fonte: elaborada pelo autor.

4.3 Densidade nervosa dos musculos palatoglosso, palatofaringeo e constritor superior

da faringe

Os resultados foram expressos de acordo com o percentual de area imunomarcada
pelo anticorpo PGP 9.5 das fibras nervosas conforme Figura 41. A média da densidade das
fibras nervosas aferida foi 0,06% no musculo palatoglosso, 0,12% no masculo palatofaringeo
e 0,21% no musculo constritor superior da faringe. Quando foram comparadas as médias da
densidade das fibras nervosas das amostras selecionadas, observou-se uma diminuigdo
estatisticamente significativa da densidade das fibras nervosas na regido de palatoglosso

guando comparada ao grupo do masculo constritor superior da faringe (TABELA 3).
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Tabela 3 — Media da densidade das fibras nervosas dos musculos constritor superior da

faringe, palatoglosso e palatofaringeo, expressas em termos percentuais

MCSF Palatoglosso

Palatofaringeo

0,21(0,54+1,32) 0,06(0,09+0,54)*

0,12 (0,1621,25)

Os dados representam médiatEPM (erro padrdo de média) e foram analisados por meio do teste de Kruskal—
Wallis (dados ndo paramétricos) e pds-teste de Dunn’s, onde * p<0,05 quando comparado ao grupo MCSF.

MCSF= Musculo Constritor Superior da Faringe

Figura 41 — Porcentagem da area imunomarcada nas fibras

nervosas dos musculos constritor superior da faringe,

palatoglosso e palatofaringeo

p<0.05

=
a1
]

=
o
1

o
a1
1

% AREA IMUNOMARCADA PGP 9,5

o
o

MSF

Os dados representam médiatEPM (erro padrdo de média) da area imunomarcada,

analisados por meio do teste de Kruskal-Wallis (dados ndo paramétricos) e pds teste de

Dunn’s.

PG = Palatoglosso; PF = Palatofaringeo; MSF = Musculo Constritor Superior da Faringe.
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5 DISCUSSAO

A regulacdo neuronal coordenada dos musculos da faringe é fundamental para o
controle adequado do tamanho e da resisténcia das vias aéreas superiores. O mecanismo
fisiopatoldgico para o colapso das vias aéreas superiores em pacientes com Apneia Obstrutiva
do Sono (AOS) ainda ndo estd completamente elucidado. Vérios trabalhos evidenciaram a
ocorréncia de neuropatia faringea em pacientes portadores de AOS. Sob esse Viés, 0 presente
estudo procura investigar a inervacdo sensorial microscopica proprioceptiva da faringe
humana em um grupo controle com funcdo sensorial normal presumida, com énfase nos
musculos palatoglosso, palatofaringeo e constritor superior da faringe, com o fito de que
possa ser utilizado como referéncia para futuros estudos envolvendo a patogénese neuroldgica
da AOS.

Nessa perspectiva, duas teorias tém sido propostas para explicar a fisiopatologia
da AOS: a teoria obstrutiva, que postula que a hipertrofia muscular ocasiona um estreitamento
da via aérea superior, e a teoria neurogénica, a qual postula que a degeneracdo nervosa
periférica decorrente do trauma do estiramento dos tecidos faringeos ou de doencas sistémicas
ocasiona atrofia muscular e colapso (SABOISKY et al. , 2012; TSAI et al.,, 2013). Em
pacientes com AOS, ha alteracfes na sensibilidade, propriedades musculares e tonus neural da
via aérea superior.

A atividade funcional dos musculos faringeos que compdem a parede lateral da
orofaringe, representada pelos musculos palatoglosso e palatofaringeo, e a parede posterior,
composta pelo musculo constritor superior da faringe, € de vital importancia para a
manutencdo da estabilidade e paténcia da via aérea superior durante a inspiracdo. Dentre as
variaveis identificadas na condicéo fisiopatoldgica da apneia, destaca-se a habilidade desses
musculos de responder a alterages respiratorias, como hipoxemia e hipercapnia, e locais
(pressdo negativa) e a capacidade de trabalhar de forma conjunta altamente coordenada para
proteger a via aérea superior do colapso (JORDAN et al., 2007). Nesse contexto, buscou-se
estabelecer padrdes histomorfométricos das terminacdes nervosas presentes na faringe que
fossem representativas de um estado de normalidade histolégica.

Os principais estudos de inervacdo sensorial proprioceptiva da faringe focaram no
musculo constritor superior da faringe em virtude do importante papel proprioceptivo desse
musculo para a fisiologia da via aérea superior, incluindo a fala, degluticdo e respiracdo
(CARLOS et al., 2013; ARIAS GARCIA et al., 2012). O musculo palatoglosso também

apresenta relevancia proprioceptiva, ja que foram encontrados fusos musculares em estudos
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prévios com coloragdo de Gomori (LISS et al.,, 1990). Muitos estudos demonstraram
alteracOes histoldgicas do musculo palatofaringeo em pacientes com AOS (VUONO et al.,
2007; FRIBERG et al., 1998; EDSTROM et al., 1992; LINDMAN et al., 2002), mas ha uma
escassez na literatura abordando inervacdo proprioceptiva. Nao obstante, as novas técnicas
cirdrgicas para o tratamento de AOS (faringoplastia lateral e faringoplastia expansora) atuam
sobre os musculos palatoglosso, palatofaringeo e constritor superior da faringe.

A AOS é uma condicdo muito prevalente na populacdo, com diversas
repercussdes clinicas, sendo considerada uma doenca de saude publica. A triagem dos
pacientes com auséncia de AOS para o grupo controle foi baseada na aplicacdo de
questionarios ambulatoriais e no exame de Tonometria Arterial Periférica (TAP). O
questionario STOP-BANG foi aplicado por ser considerado ideal para triagem de AQOS,
especialmente por sua grande sensibilidade e pelo alto valor preditivo negativo (ONG TH et
al., 2010). O questionario de Berlim também foi utilizado como questionario de triagem.
Chung et al. (2008) realizaram um estudo para predizer o risco de AOS e validar o
questionario de Berlim como uma ferramenta de triagem. Assim, eles concluiram que a maior
parte dos diagnosticados (80%) tinha alto risco para AOS e que o instrumento em estudo
serve para diagndéstico. Todavia, ele pode ser complementado com questionarios associados a
dados da historia dos pacientes, a fim de uma diagnéstico completo. Apesar de a
polissonografia ser considerada o exame padrdo ouro para o diagndstico de AOS, optou-se
pelo exame de TAP para este proposito, por se tratar de um dispositivo portatil de facil
manuseio e maior comodidade para o paciente, j& que dispensa a sua realizacdo em um
laboratério de sono, cujos resultados sdo prontamente disponibilizados e interpretados. Ha
varios estudos de validacdo da TAP como método diagnéstico de AOS. Schnall et al. (1999)
relataram uma alta correlagéo entre os valores de IAH na polissonografia laboratorial e da
TAP (r=0,92, p < 0,0001). J& Pang et al. (2007) encontraram uma boa correlagdo do IAH (r =
0,9288, p < 0,0001) e da saturacdo minima de oxigénio (r = 0,9891, p < 0,0001) entre a
polissonografia e 0 monitor portatil que avalia a TAP. Outros autores também encontraram
alta correlacdo entre os valores de IAH da TAP e da polissonografia laboratorial (BAR et al.,
2003; AYAS et al., 2003; BRESLER et al, 2008; CHOI et al., 2010; HEDNER et al., 2011).
A grande diferenca entre esse monitor portatil e os demais existentes é que a identificacdo dos
eventos respiratorios, tais como apneia e hipopneia, é realizada por meio de variagdo do sinal
do ténus arterial periférico, sem necessidade de medidas convencionais de fluxo aéreo e
esforgo respiratorio (HEDNER et al., 2004).
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Dentre os 23 individuos de ambos 0s sexos avaliados durante a triagem inicial, 16
foram do sexo feminino. Considerando a elevada prevaléncia de AOS em homens, houve uma
limitacdo na inclusdo de individuos do sexo masculino, sem apneia, neste grupo controle.
Extenso estudo realizado na comunidade por Young et al., em 1993, demonstrou prevaléncia
de AOS de 9% em mulheres e 24% em homens, usando como critério o indice de Apneia e
Hipopneia (IAH) > 5, em individuos de 30 a 60 anos. Houve ainda uma proporg¢do de homens
para mulheres de 3:1. O grupo avaliado no estudo de inervacdo sensorial proprioceptiva da
faringe em cadaveres, nos trabalhos de Carlos et al. (2013) e Arias Garcia et al. (2012),
constava de sete individuos, sendo quatro do sexo masculino no primeiro estudo e cinco no
segundo estudo. N&o foi evidenciada distingdo morfoldgica das formacfes nervosas entre 0s
SeX0s.

Em um periodo de sete meses, destinado a coleta das pecas, constituiu-se uma
amostra de 06 individuos, comparavel ao tamanho de amostras avaliadas em outros trabalhos
que também analisaram terminagdes nervosas em tecidos humanos do trato respiratério
superior (QUADRO 1).

Quadro 1 — Trabalhos que também analisaram terminagdes nervosas em tecidos humanos

do trato respiratorio superior

Amostra Autor/Ano Titulo Marcadores
Neuronais
07 individuos Carlos et al., | The sensory innervation of NSE
2013 the human pharynx: PGP 9.5
searching for RT-97
mechanoreceptors S-100
07 individuos Arias Garcia; Inervacion propioceptiva S-100
Cristina, 2012 de la faringe PGP 9.5
Enolase neuronal
especifica
03 individuos Leite et al., Morphology of nerve PGP 9.5
2016 endings in vocal fold of
human newborn
06 individuos Peixoto et al., Histomorfometria das PGP 9.5
2017 terminag0es nervosas das
conchas nasais inferiores
de humanos por
imunofluorescéncia e
microscopia confocal a
laser

Fonte: elaborada pelo autor.
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Foi necesséaria uma criteriosa triagem dos pacientes da pesquisa, com a exclusao
de 17 pacientes da amostra inicial, para que as varidveis e 0s vieses fossem controlados,
permitindo, desse modo, que o grupo controle do presente trabalho pudesse ser utilizado como
uma relevante referéncia para ulteriores estudos englobando pacientes portadores de AOS.
Em um estudo dos efeitos neurogénicos do musculo palatofaringeo em pacientes com AQOS, o
grupo controle incluia sete individuos do sexo masculino e era baseado apenas na historia
clinica de roncos ou outros sintomas sugestivos de AOS, sem a realizagdo de exames
complementares de maior acuracia diagndstica (EDSTROM et al., 1992). O trabalho de
Carlos et al. (2015) acerca da inervacgdo sensorial da faringe em pacientes com AOS também
ndo incluiu esses exames complementares na metodologia para elaboragéo do grupo controle.
Por outro lado, um estudo histoldgico do musculo palatofaringeo em criancas com ronco e
AOS (VUONO et al., 2007) utilizou critérios polissonograficos para dividir os pacientes em
trés grupos: grupo | (exame normal), grupo Il (ronco primario) e grupo Il (AOS). Outro
estudo que buscou avaliar a relacdo entre as alteragdes estruturais do musculo palatofaringeo e
AOS também utilizou a polissonografia no grupo controle de 17 pacientes com tonsilite
crbnica para descartar AOS (SHI et al., 2013).

A avaliacdo da faringe através da coloragdo com hematoxilina-eosina demonstrou
que as diversas camadas ndo haviam sofrido alteracGes histolégicas importantes, garantindo a
integridade dos tecidos analisados. Nao foi constatada a presenca de processos inflamatérios
nas amostras estudadas, assegurando-se, assim, que a inflamacdo crénica das tonsilas ndo
interferiu na analise das terminacBes nervosas sensitivas dos tecidos analisados. Outros
trabalhos também tiveram a preocupacdo de estudar a histologia com hematoxilina-eosina
para verificar a integridade da amostra (LEITE et al., 2016; PEIXOTO et al., 2017). Em um
estudo histolégico do musculo palatofaringeo que buscava avaliar a hipotese de progressao da
doenca em pacientes roncadores, foram obtidas biopsias de 21 pacientes com ronco habitual e
AOS e 10 individuos ndo roncadores do grupo controle. Neste, foram visualizadas, através da
coloragdo com hematoxilina-eosina, variagdes ligeiramente maiores no tamanho das fibras,
com ocorréncia de fibras atroficas arredondadas, um aumento na incidéncia de nucleos
localizados centralmente e coloracdo irregular das fibras (FRIBERG et al., 1998). No presente
estudo, observaram-se fibras musculares desconectadas, mas que mantinham um padrdo
regular de coloracdo com hematoxilina-eosina.

Para esse estudo, foi selecionado o anticorpo primario marcador pan-axonal
antiproduto génico proteico PGP 9.5 em virtude de sua caracteristica de ser um marcador

neural mais geral, ndo restrito a subpopulacGes de celulas nervosas, resultando em uma viséo
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mais ampla da inervagdo do tecido analisado, verificado em estudos realizados em tecidos
humanos (JEW et al., 2003; HILLIGES et al., 1996; JOHNSON; ELLER; JAFEK, 1997) e de
animais (YAMAMOTO et al., 1998; JOHNSON, 2000). O fluor6foro Alexia Faor 488 foi
conjugado ao PGP 9.5.

O uso da imunofluorescéncia para avaliar estruturas nervosas e suas terminagoes
foi inicialmente proposto em modelo experimental com ligamentos do punho (JEW et al.,
2003), sendo aplicado posteriormente no ligamento dorsal radiocarpal (TOMITA et al., 2007),
na articulacdo interfalangeana proximal (CHIKENJI et al., 2010) e na articulacdo
interfalangeana distal (CHIKENJI et al., 2011). A maior vantagem desse método € a
possibilidade de ser utilizada a microscopia confocal com varredura a laser (MCL). Na
microscopia convencional, é necessario o uso de cortes finos, haja vista que cortes mais
espessos, maiores que trés a cinco micrémetros, ap6s a magnificacdo, produzem imagens
ruins com menor contraste e resolucdo, em virtude da dissipacdo da luz por regibes néao
focadas, resultando em imagens que correspondem a planos de foco combinados.

A microscopia confocal a laser possui a propriedade de focar a imagem adquirida
com grande resolucdo e minima perda do contraste no plano desejado, possibilitando a analise
detalhada de estruturas nervosas em sua quase totalidade, sendo, pois, 0 método ideal para
descrever e quantificar receptores sensitivos. No presente trabalho, a técnica de
imunofluorescéncia foi a mesma utilizada por Jew e colaboradores (2003), diferenciando-se
pela diluicdo do anticorpo primario, que foi alterada de 1:400 para 1:200, ja que essa
concentracdo se mostrou mais adequada para a marcacao das estruturas nervosas de interesse.
A metodologia proposta se mostrou eficiente para avaliar com detalhes a morfologia das
terminagdes nervosas da faringe.

Consistentemente, os musculos faringeos foram considerados livres de fusos
musculares (KUEHN et al., 1990; LISS, 1990). No presente estudo, ndo foram encontradas
evidéncias morfologicas e imuno-histoquimicas para a presenca de fusos musculares nos
musculos palatofaringeo e constritor superior da faringe, corroborando a analise de Carlos et
al. (2013) e Arias Garcia et al. (2012), que focaram principalmente no musculo constritor
superior da faringe. Entretanto, foram visualizados fusos musculares no musculo palatoglosso,
0 que esta de acordo com dados da literatura (BOSSY; VIDIC, 1967; SENGUPTA;
SENGUPTA, 1978). Isso poderia ser explicado pela procedéncia controversa do musculo
palatoglosso, considerado por varios autores como um musculo extrinseco da lingua
(MOORE; DALLEY; AGUR, 2011; WILLIANS, 1995), e ndo como um musculo da faringe.

Lazarov (2007) afirma que o nervo trigémeo é responsavel pela inervacdo sensorial
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proprioceptiva em todos os musculos cefalicos. Como a faringe ndo tem inervacdo do nervo
trigémeo, foi considerada a possibilidade de existir um sistema proprioceptivo atipico capaz
de substituir os fusos musculares nessa funcéo.

Na presente pesquisa, foram identificadas terminacGes nervosas complexas nos
trés masculos estudados, incluindo formagdes tipo Meissner, no musculo palatoglosso; tipo
Golgi, nos musculos palatoglosso e palatofaringeo; e tipo Ruffini, nos musculos palatoglosso,
palatofaringeo e masculo constritor superior da faringe. Com base apenas em sua morfologia,
essas estruturas nervosas sensoriais podem ser identificadas como mecanorreceptores,
entretanto ndo podem ser assimiladas funcionalmente aquelas presentes em outras
localizagGes do corpo, especialmente na pele. Carlos et al. (2013) analisaram amostras da
faringe humana utilizando os marcadores como anticorpo contra PGP 9.5, anticorpo contra
enolase neuronal especifica, anticorpo contra neurofilamento 200kDa e anticorpo contra
proteina S100. Foram visualizadas diferentes formas de receptores sensitivos nas paredes da
faringe, incluindo formacGes corpusculares complexas tipo Pacini, tipo Ruffini e tipo
Meissner. Em trabalho semelhante de Arias Garcia et al. (2012), observaram-se, na camada
muscular da faringe humana, diferentes morfotipos de formacdes nervosas sensitivas, com
muitos casos tipo Ruffini. Trabalhos realizados em humanos, avaliando a mucosa da cavidade
oral e da laringe, também identificaram a presenca de terminacfes nervosas corpusculares
(HILLIGES et al., 1996; VILLAVERDE et al., 1994; LEITE et al., 2016).

No presente estudo, foram encontradas longas estruturas nervosas que corriam
paralelas as fibras musculares dos musculos palatoglosso e constritor superior da faringe e
podem corresponder & estrutura nervosa spiral-wharves. Pela sua disposi¢do, é possivel
hipotetizar que essas formacgdes nervosas sao passiveis de encurtamento ou alongamento,
dependendo das atividades dos muasculos da faringe, para desencadear reflexos que adaptam o
tdbnus da musculatura faringea a uma situacdo especifica. Carlos et al. (2013) também
descreveram um tipo especial de estrutura nervosa com formato em spiral-wharves, paralela
as fibras musculares do musculo constritor superior da faringe, que eram longas, formadas por
axonios recobertos por células de Schwann e isoladas por uma capsula. Esses ax6nios eram
imunorreativos ao anticorpo contra neurofilamento 200kDa, indicando sua origem em
neurbnios mecanossensitivos e proprioceptivos (LAWSON; WADDELL, 1991). Formagdes
nervosas espiroideas imunorreativas a enolase neuronal especifica também foram descritas
por Arias Garcia (2012). Leite et al. (2016) também observaram longos feixes nervosos
entrelacados, que corriam paralelamente aos feixes musculares, entre os tecidos cartilaginosos

da laringe de recém-nascidos, semelhantes a formacao tipo spiral-wharves.
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Além disso, foram evidenciadas termina¢des nervosas livres em todas as camadas
histolégicas das amostras estudadas do presente trabalho, sendo a formagdo nervosa mais
prevalente do estudo. Os aspectos histomorfométricos das terminacGes nervosas livres
identificadas sdo muito semelhantes as caracteristicas descritas nas publicacdes de Carlos et
al. (2013) e Leite et al. (2016). Ruoppolo et al. (2014) analisaram amostras da epiglote e
prega vestibular de adultos corados com PGP 9.5 e foram visualizadas terminag0es nervosas
livres no epitelio das regides avaliadas. O estudo também evidenciou que a densidade das
fibras nervosas era maior na prega vestibular que na epiglote.

Outrossim, os achados do presente trabalho indicam uma estreita relacdo entre as
terminacGes nervosas livres e glandulas seromucosas presentes na lamina propria e com 0s
vasos sanguineos, refletindo o importante papel da neuromodulacdo nos fendmenos de
secrecdo glandular e controle vasomotor. Também foram visualizados feixes nervosos,
fasciculos e terminacGes nervosas tipo network. A grande variedade e complexidade das
formagdes nervosas encontradas na presente pesquisa podem ser explicadas pela metodologia
aplicada e pelo fato de o estudo ter englobado, também, os musculos palatoglosso e
palatofaringeo, enquanto os principais trabalhos que abordaram inervacdo sensorial
proprioceptiva da faringe (CARLOS et al., 2013; ARIAS GARCIA, 2012) focaram
especificamente no musculo constritor superior da faringe.

A média da densidade das fibras nervosas do musculo constritor superior da
faringe foi maior que no musculo palatofaringeo, o qual, por sua vez, foi superior a média do
musculo palatoglosso. A média da densidade nervosa se mostrou quase trés vezes maior no
musculo constritor superior da faringe que no musculo palatoglosso, sendo essa diferenca
estatisticamente significativa. 1sso poderia ser justificado pela relevancia fisiolégica do
musculo constritor superior da faringe, que forma a parte principal da parede lateral e
posterior da faringe e esta intimamente associado ao movimento normal das vias aéreas
superiores durante a fala, a degluticdo e a respiracdo. Os dados percentuais relativos a
densidade nervosa desses musculos no grupo controle poderéo ser utilizados como referéncia
em pesquisas posteriores envolvendo individuos com AOS. Carlos et al. (2015) determinaram
a densidade das fibras nervosas da parede lateral da faringe (submucosa e camada muscular)
de individuos do grupo controle e com AQOS através da avaliagcdo da area imunorreativa para
S100P, NSE, ASIC2 e TRPV4 e constataram uma reducdo significativa da densidade das
fibras nervosas da submucosa e da camada muscular de individuos com AOS quando
comparados ao grupo controle. Ruoppolo et al. (2014) avaliaram a densidade de terminagdes

nervosas aferentes na mucosa da epiglote e da prega vestibular de adultos humanos por
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microscopia imunoeletrdnica utilizando técnicas de imuno-histoquimica coradas pelo PGP
9.5. Com o intuito de avaliar a densidade nervosa da ldmina prépria de pregas vocais de
recém-nascidos, Leite et al. (2016), que também seguiram o método de imunofluorescéncia
com anticorpo primario PGP 9.5, avaliaram as estruturas de interesse através da sua cor e
calcularam a densidade em termos percentuais, definida pelo quociente entre a area ocupada
pela estrutura de interesse e a area total do campo estudado.

Dessa maneira, a metodologia aplicada no presente estudo se mostrou bastante
eficaz na determinacdo da porcentagem da area imunomarcada das fibras nervosas pelo PGP
9.5 nos masculos palatoglosso, palatofaringeo e constritor superior da faringe. Todos o0s
resultados desse trabalho demonstram que os musculos faringeos estudados sdo dotados de
diferentes tipos de mecanorreceptores, que presumivelmente trabalham como proprioceptores
e participam do controle neuronal da via aérea superior.

A tonsilectomia das palatinas é uma das mais tradicionais cirurgias realizadas,
indicadas, por exemplo, para o tratamento de AOS em criancas, tonsilite recorrente, abscessos
peritonsilares de repeticdo e tonsilite cronica caseosa. A técnica de disseccdo extracapsular é
atualmente a mais difundida, na qual é realizada a incisdo de acesso a loja tonsilar no bordo
marginal mediano do pilar amigdaliano anterior, em toda a sua extensdo. Como foram
visualizados fusos musculares, importantes proprioceptores, no musculo palatoglosso do
presente estudo, parece razoavel inferir a hipdtese de que tratamentos cirdrgicos mais
conservadores, com a preservacao do pilar amigdaliano anterior, poderia talvez resultar em
maior preservacao dessas formacdes nervosas, com menor impacto da fungédo proprioceptiva.

O estudo apresenta, entretanto, algumas limitagdes que precisam ser esclarecidas
para ulteriores trabalhos envolvendo o tema. A pesquisa foi realizada in vivo para assegurar a
auséncia de AOS e sensibilidade faringea normal, o que ndo seria possivel em cadaveres,
limitando, dessa forma, a realizagdo de disseccdes mais extensas. Além disso, 0 nimero de
amostras avaliadas foi limitado, com amplo predominio de mulheres, e apenas um anticorpo
neuronal foi utilizado. Portanto, torna-se necessario um estudo mais abrangente, com mais
individuos e maior homogeneidade entre os sexos, além de uma maior variedade de
anticorpos neuronais e materiais de diferentes regides da faringe, claramente identificadas e
bem dissecadas. Outrossim, a detec¢do imuno-histoquimica de mecanoproteinas nos musculos
faringeos em futuros estudos poderia ampliar os conhecimentos vigentes das bases
moleculares envolvidas na mecanotransdugéo.

O estudo da inervacdo sensorial proprioceptiva da faringe humana pode ajudar a

predizer os pacientes com risco de ter maior gravidade da AOS, influenciando o progndstico
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da doenga, ou ainda ajudar na melhor compreensao da fisiopatogenia e, consequentemente, no
desenvolvimento de terapias farmacoldgicas ou na selecdo de pacientes que se beneficiariam
de neuroestimulacdo. Existem pacientes que respondem, de forma diferenciada, a determinada
modalidade terapéutica, sendo postulada uma influéncia dos mecanorreceptores para justificar
essa diferente responsividade. O estudo descritivo das termina¢des nervosas da faringe em
pacientes com AOS poderia ainda contribuir significativamente para a selecdo do tratamento
considerado ideal para cada individuo, evitando a realizacdo de procedimentos desnecessarios

e aumentando a chance de sucesso terapéutico.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou detalhadamente as diferentes morfologias das
terminacdes nervosas da faringe em humanaos.

Foram visualizados fusos musculares no musculo palatoglosso e terminacdes
nervosas livres e complexas nos musculos palatoglosso, palatofaringeo e constritor superior
da faringe.

Foram identificadas formacGes nervosas tipo Meissner, no musculo palatoglosso;
tipo Golgi, nos musculos palatoglosso e palatofaringeo; e tipo Ruffini, nos musculos
palatoglosso, palatofaringeo e constritor superior da faringe. Foram encontradas longas
estruturas nervosas que corriam paralelamente as fibras musculares dos masculos
palatoglosso e constritor superior da faringe, que podem corresponder a estrutura nervosa
spiral-wharves. Foram evidenciadas terminacGes nervosas livres em todas as camadas
histoldgicas dos musculos palatoglosso, palatofaringeo e constritor superior da faringe, sendo
a formacdo nervosa mais prevalente do estudo.

Foi possivel avaliar a integridade das estruturas anatdbmicas microscépicas da
orofaringe através da coloracdo com hematoxilina-eosina.

A média da densidade das fibras nervosas do musculo constritor superior da
faringe foi maior que no musculo palatofaringeo, que, por sua vez, foi superior a média do
musculo palatoglosso. A média da densidade nervosa se mostrou quase trés vezes maior no
musculo constritor superior da faringe que no musculo palatoglosso, sendo essa diferenca
estatisticamente significativa.

O uso da microscopia confocal de wvarredura a laser e técnica de
imunofluorescéncia com o anticorpo primario PGP 9.5 possui boa aplicabilidade no estudo

histomorfométrico das terminac6es nervosas da faringe de humanos.
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) para participar da pesquisa intitulada:
Histomorfometria das terminacfes nervosas livres e mecanorreceptores do musculo
constritor superior da faringe em humanos, sob a responsabilidade dos pesquisadores
Guilherme Leal Dantas, Erika Ferreira Gomes e Maria Luzete Costa Cavalcante.

Nesta pesquisa, n6s estamos buscando entender como é e como funciona um masculo
da garganta que fica préximo da amigdala.

Em relacdo a sua participacdo na pesquisa, vocé ira fazer um exame da garganta com
uma palheta e respondera algumas perguntas simples sobre ronco, cansago, pressao arterial. O
seu pescogo sera medido com uma fita, e iremos medir também o seu peso e altura. Essa etapa
da pesquisa terd duracdo de cerca de 30 (trinta) minutos. Vocé podera sentir vontade de
vomitar durante 0 exame da garganta com a palheta e ficard totalmente a vontade para nédo
responder alguma pergunta do questionario se ficar constrangido ou incomodado. Um dos
objetivos da pesquisa € escolher pacientes que tém chance pequena de ter uma doenca
chamada apneia do sono, que é a diminui¢do ou parada da respiracdo durante o sono por
causa do fechamento da garganta que pode acontecer enquanto vocé dorme. Antes da
cirurgia, serd necessario a realizagdo de um exame em outro dia chamado polissonografia
durante uma noite. O objetivo é confirmar que vocé ndo tem apneia do sono. A
polissonografia € o exame usado para a investiga¢do de varias doencas do sono. Vocé deve
dormir com fios colados por adesivos sobre o corpo, que irdo registrar as ondas cerebrais,
respiracdo, batimentos cardiacos, ronco, esfor¢o para respirar e a movimentacao das pernas e
olhos. Vocé podera se movimentar normalmente durante o exame. O exame ndo doi. N&o se
usam agulhas ou instrumentos semelhantes. VVocé podera sentir um pouco de desconforto com
os fios ou ficar incomodado por ndo dormir na sua casa, atrapalhando assim o seu sono. N&o
havera absolutamente nenhuma despesa referente a pesquisa, e vocé sera devidamente
compensado em relacdo a transporte, alimentacao e dia ndo trabalhado. Se for necessario para
fins de emprego, vocé receberd uma declaragdo ou atestado, de forma que vocé ndo sera
prejudicado. A cirurgia da amigdala que foi indicada pelo médico no ambulatério de otorrino
sera feita da forma que é realizada normalmente. Na hora da cirurgia, depois que tirar a
amigdala, seré retirado tambem um pedacinho do musculo que fica bem préximo, do tamanho

da metade do seu dedo minimo e da largura de um palito de fésforo. Isso ndo vai mudar em
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nada o resultado da sua cirurgia. Esse material utilizado para a pesquisa serd guardado com
total seguranca e examinado em outro dia através de um microscdopio. O tempo necessario
para tirar esse pedacinho do musculo é de um minuto e os riscos sdo minimos, inerentes a
cirurgia de retirada das amigdalas. O mais comum seria um discreto sangramento.

N&o ha beneficio direto para vocé. A sua colaboragdo é para o desenvolvimento da
ciéncia, o que Ihe podera ser atil ou ndo em algum momento da sua vida. Somente no final do
estudo poderemos concluir a presenca de algum beneficio para a ciéncia. No caso, esperamos
que o estudo do musculo da garganta possa ajudar a entender melhor a doenca da apneia do
sono.

Vocé tem a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem prejuizo para seu tratamento nesse hospital, ou seja, se desejar ndo
participar, sua cirurgia sera realizada da mesma forma.

As informacgdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo
divulgado a identificagdo de nenhum paciente. VVocé tem o direito de ser mantido atualizado
sobre os resultados parciais das pesquisas.

N&o ha despesas pessoais para vocé em qualquer fase do estudo. Vocé também néo
receberd para participar. Se precisar vir outra vez, vocé sera compensado.

O material sera guardado e se for necessario para outros estudos, entraremos em
contato com vocé para autorizagao.

Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador é o Dr
Guilherme Leal Dantas, que pode ser encontrado na Rua Eduardo Salgado, 411, apt 200,
telefones: 30386092 (residencial) e 999913157 (celular).

Se vocé tiver alguma consideragdo ou ddvida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HUWC — Rua Capitdo Francisco Pedro
1290, Rodolfo Teofilo; fone: 3366-8589 — E-mail: cephuwc@huwec.ufc.br”

Caso vocé se sinta suficientemente informado a respeito das informacdes que leu ou

que foram lidas para vocé sobre os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes e que sua participacdo € voluntaria, que ndo ha remuneragédo para participar do

estudo e se vocé concordar em participar solicitamos que assine no espago abaixo.


mailto:cephuwc@huwc.ufc.br

Assinatura do paciente/representante legal Data [

Assinatura da testemunha Data / /

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de

deficiéncia auditiva ou visual.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data [
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APENDICE C - DADOS GERAIS DOS INDIVIDUOS

DADOS Ind1 Ind 2 Ind 3 Ind 4 Ind 5 Ind 6
Sexo Fem Fem Masc Fem Fem Fem
Idade 29anos 22anos 23anos 29anos 29anos 35anos
IAH 0 0 0,2/hora 2,1/hora 1,8/hora 0,2/hora

Ind, individuo; IAH, indice de apneia e hipopneia registrado em exame de
tonometria arterial periférica com Watch-PAT

Fonte: elaborada pelo autor
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ANEXO B - QUESTIONARIO STOP-BANG

Questionario STOP-BANG

1. Snore — Ressona alto (audivel atraves de porta fe-
chada)?
O Sim O Nao

2. Tired — Durante o dia sente-se frequentemente
cansado ou sonolento?
C Sim O Nao

3. Observed — Ja alguém reparou que para de respirar
durante o sono?
O Sim O Nao

4. Pressure — Tem ou é medicado para hipertensao
arterial?
C Sim O Nao

5. Body Mass Index — Indice de massa corporal acima
de 357
O Sim O Nao

6. Age — ldade superior a 50 anos?
C Sim O Nao

7. Neck — Perimetro cervical superior a 40 cm?
O Sim O Nao

8. Gender — Sexo masculino?
O Sim O Nao

Questionario adaptado de: Chung F et al. Anesthesiology 2008;
108: 812-821, e Chung F et al Br J Anaesth. 2012; 108: 768-775.
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ANEXO C - QUESTIONARIO DE BERLIM
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Questionario de Berlim

Categoria 1

1. Vocé ronca?
[ ()sim

() Nao

() Nao sei

2. Seu ronco é:
Pouco mais alto que sua respiracao?
Tao mais alto que sua respiracao?

Mais alto do que falando?
Muito alto que pode ser ouvido nos quartos préximos?

3. Com que frequéncia vocé ronca?

Praticamente todos os dias

3-4 vezes por semana
1-2 vezes por semana
Nunca ou praticamente nunca

4. O seu ronco incomoda alguém?
() Sim |
() Nao

5. Alguém notou que vocé para de respirar enquanto
dorme?

Categoria 2

6. Quantas vezes vocé se sente cansado ou com fadiga
depois de acordar?

Praticamente todos os dias
3-4 vezes por semana

Praticamente todos os dias

3-4 vezes por semana

1-2 vezes por semana
Nunca ou praticamente nunca

1-2 vezes por semana
Nunca ou praticamente nunca

7. Quando vc esta acordado vocé se sente cansado,
fadigado ou nédo sente bem?

Praticamente todos os dias
3-4 vezes por semana

1-2 vezes por semana
Nunca ou praticamente nunca

8. Alguma vez vocé cochilou ou caiu no sono enquanto

dirigia?
|( ) Sim

() Nao

Categoria 3

9. Vocé tem pressao alta?

[ () Sim

() Nao
() Nao sei
IMC=

Pontuacao das perguntas: Qualquer resposta circulada é considerada positiva.

Pontuacao das categorias: Categoria 1 € positiva com 2 ou mais respostas positivas para as questoes 1-5; Categoria 2 € positiva com
2 ou mais respostas positivas para as questoes 6-8; Categoria 3 € positiva se a resposta para a questao 9 é positiva ou o IMC > 30.

Resultado final: 2 ou mais categorias positivas indicam alto risco para AOS.

Referéncia: Netzer NC, Stoohs RA, Netzer CM, Clark K, Strohl KP. Using the Berflin Questionnaire to
identify patients at risk for the sieep apnea syndrome. Ann intern Med. 1999 Oct 5;131(7):485-91



