UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE BAURU

LETICIA ROSSI DARE

Efeito do B-hidroxi-B-metilbutirato sobre os musculos da
mastigacao e desenvolvimento e crescimento craniofacial de ratos

BAURU
2013



LETICIA ROSSI DARE

Efeito do B-hidroxi-B-metilbutirato sobre os musculos da
mastigacao e desenvolvimento e crescimento craniofacial de ratos

Dissertagdo apresentada a Faculdade de
Odontologia de Bauru da Universidade de Sao Paulo
para obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias
Odontolégicas Aplicadas, na area de concentracédo
Biologia Oral.

Orientador: Prof. Dr. Jesus Carlos Andreo

BAURU
2013



Daré, Leticia Rossi
D246e Efeito do B-hidroxi-B-metilbutirato sobre os
musculos da mastigacao e desenvolvimento e
crescimento craniofacial de ratos / Leticia Rossi
Daré. - Bauru, 2013.
113 p. :il. ; 31 cm.

Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de
Odontologia de Bauru. Universidade de Sao Paulo.

Orientador: Prof. Dr. Jesus Carlos Andreo

Autorizo, exclusivamente para fins académicos e cientificos, a
reproducao total ou parcial desta dissertacdo/tese, por processos
fotocopiadores e outros meios eletrénicos.

Assinatura:

Data:

Comité de Etica da FOB-USP
Protocolo n%: 009/ 2011
Data: 21/ 06/ 2011




DEDICATORIA

Dedico esse trabalho aos meus pais Antonio José e Maria José, pelo
imenso apoio e confiangca depositados em mim. Obrigada por todos os
ensinamentos dados sem a necessidade de grandes discursos. O exemplo de
pessoas educadas, humildes, honestas e de bom coracdo sao atitudes
demonstradas no dia a dia por vocés. Minha eterna gratidao.

Meus irmdos, Fernanda e Danilo, pela eterna cumplicidade, amor e
confianca que tenho em vocés. Vocés sao exemplos de competéncia e honestidade
pra mim. Obrigada por estarem sempre por perto.

Meu noivo, Daniel pelo inestimavel apoio e incentivo na realizacdo deste

trabalho. Obrigada por toda ajuda, companheirismo, paciéncia, carinho, amizade e

lealdade. Vocé é um exemplo de coragem e competéncia.

Amo muito vocés!



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a Deus por ter guiado meus passos e por nunca me

deixar sozinha.

Ao Prof. Dr. Jesus Carlos Andreo, agradeco pela confianca depositada em
mim desde os primeiros anos de estagio até os dias de hoje. A convivéncia com uma
pessoa tdo sabia, humilde e de um carater apreciavel foi um privilegio pra mim.

Ensinamentos profissionais e pessoais que vou levar por toda vida.

Ao Prof. Dr. Antonio de Castro Rodrigues por todo apoio, ensinamentos,

amizade e incentivo.

Ao Prof. Dr. Rogério Leone Buchaim pelo incentivo, confianga e amizade

durante todos os dias.

Ao Prof. José Roberto Lauris pela colaboracao nas analises estatisticas.

Ao amigo e pdés-graduando Geraldo Marco Rosa Junior, por toda confianga
desde que me apresentou a anatomia, pela lealdade e amizade verdadeira. Por toda

ajuda profissional e pelo companheirismo de todo dia.

A Tia Maricé, Tio Adilson, e meu cunhado Alessandro Morelli e demais
familiares pelo enorme apoio. Agradecgo pela confianga e incentivo que me deram
durante todo periodo do mestrado. Sempre me apoiando e acreditando em mim.

Aos amigos conquistados antes e durante a realizacdo deste trabalho,
Cleuber Bueno, Jessica Gongalves, Karina Puzipe e Luis Henrigue Moraes.
Agradeco pela imensa amizade criada em um ambiente profissional, mas que quero

levar sempre comigo na minha vida pessoal.

Aos estagiarios Idvaldo Favaretto Junior e Mizael Pereira, pela grande

colaboracédo durante o tratamento dos animais.



Ao Prof. Dr. Jodo Lopes Toledo Filho e aos funcionarios da anatomia

Romario, Andre e Daniela.
A Vera Rufino, secretaria do departamento por sempre estar pronta a ajudar.
As companheiras de poés-graduacdo Melina Bellini, Janete Vaz, Taisa
Delecrode, Clarissa, Priscila, Farooque, Daniela Buchaim, Gustavo Toledo pelo

incentivo e forga pela caminhada durante a realizagdo do mestrado.

Aos amigos da graduacdo Danielle Tomaz e Bruno Prudente, amizade que

levarei para sempre.

Ao Joaquim, Maria Helena e Adriano por me acolher como membro da familia

e por todo estimulo. E aos demais membros da familia pelo incentivo

As eternas amigas de longa data, Veridiana Oliveira, Mariana Casali e

Gabriela Boarato que mesmo sem acompanhar de perto, sempre me incentivaram.

A Natalia Orti, Salete e Geraldo Rosa, Lilian Pisano e Rogerio, Arlete, Leire e

Lucas, Luciana e Marcelo pela forga e apoio.

A todos familiares, amigos e conhecidos que me apoiaram e incentivaram a

prosseguir nesta caminhada.

E a todos que direta ou indiretamente contribuiram de alguma forma para
realizagao deste trabalho.

Meu muito obrigado!



"Desenvolver forga, coragem e paz interior demanda tempo.

Nao espere resultados rapidos e imediatos, sob o pretexto de

que decidiu mudar. Cada acao que vocé executa permite que
essa decisdo se torne efetiva dentro de seu coracéo."

Dalai Lama



RESUMO

Atualmente estd aumentando o niumero de pessoas que usam suplementos
nutricionais com a finalidade de obter melhores resultados nas suas atividades
esportivas, perda de gordura, ganhos de massa muscular, ou na plasticidade do
corpo. Tal fato merece atengao porque muito pouco é conhecido sobre a seguranca
ou eficicia destes produtos, e apenas 14% dos usuarios buscam orientagdes com
profissional da saude sobre o0 uso destas substancias. Dos mais de 200 suplementos
que prometem estes efeitos apenas as suplementagdes de creatina HMB produzem
os resultados prometidos, e o Comité Olimpico qualifica o uso do HMB como legal.
Embora a literatura atual mostre os beneficios no uso da suplementacado com HMB,
sdo poucas as informacoes sobre o seu efeito na morfofisiologia das fibras
musculares como, por exemplo, o perfil histoenzimologico e a area dos diferentes
tipos de fibras musculares. Baseado nestas informagdes pensou-se na realizagao
desde trabalho para verificar se 0 uso de HMB provoca alteracées morfolégicas e
histoenzimoldgicas nas fibras musculares dos musculos da mastigacao; se estes
efeitos alterariam o desenvolvimento e crescimento do esqueleto craniofacial; e se
os efeitos sobre os componentes do sistema estomatognatico seriam semelhantes
nos individuos ambos os géneros. Para realizacao deste estudo foram utilizados 58
ratos com idade de 60 dias, 29 animais de cada género, distribuidos nos seguintes
grupos: Grupo Controle Inicial (GCI) que foram sacrificados no inicio do
experimento; Grupo Controle Placebo (GCP) que receberam o mesmo volume do
veiculo do grupo experimental, e alimentacao ad libitum; Grupo Experimental (GE)
que receberam diariamente 0,3g/kg de HMB, por meio de gavagem e mesma
quantidade de alimentos que GCP consumiu no dia anterior; Grupo Experimental
Ad libitum (GEA) que receberam a mesma dose da droga, porém tiveram
alimentagéo ad libitum. Apds o tratamento, foram retiradas amostras dos musculos
digastrico (ventre anterior) e masseter (por¢cdo superficial), para anadlise
histoenzimologica (m-ATPAse com pré-incubacdes acida e alcalina) e retirada do
esqueleto cefalico para tomadas das medidas craniométricas. Os dados obtidos
foram submetidos a tratamento estatistico. Os resultados permitiram concluir que: o
uso diario de 0,3g/kg de HMB, por quatro semanas: a) ndo provocou alteragdes
morfoldgicas e histoenzimoldgicas nas fibras muscular dos musculos da mastigacao;

b) os resultados foram semelhantes entre os musculos elevadores e abaixadores da



mandibula; ¢) nao provoca alteracbes no desenvolvimento e crescimento do
esqueleto craniofacial; d) a falta de resultados positivos de alteracées nos musculos
da mastigacao e crescimento craniofacial, sugere existiram um relacao entre eles; e)
os resultados sobre os componentes do sistema estomatognatico foram

semelhantes nos individuos ambos os géneros.

Palavras-chave: Masculos mastigatorios. HMB. Crescimento craniofacial. Ratos.



ABSTRACT

Nowadays is increasing the number of people who use nutritional supplements in
order to achieve better results in their sports, fat loss, muscle gains, or the plasticity
of the body. This deserves attention because very little is known about the safety or
efficacy of such products, and only 14% of users seeking guidance with a health
professional regarding the use of these substances. Of the more than 200
supplements that promise these effects only the HMB and creatine supplementation
produce the promised effects, and the Olympic Committee qualifies the use of HMB
as legal. While the literature shows benefits in the use of HMB supplementation,
there is little information on its effect on muscle fibers morphophysiology as, for
example, the profile and the area histoenzimolégico of different types of muscle
fibers. Based on this information, it was thought in performing this work to check
whether the use of HMB causes morphological and histoenzimolégicas changes in
muscle fibers of the muscles of mastication, these effects alter the growth and
development of craniofacial skeleton, and if the effects on the components of
stomatognathic system would be similar in both genders individuals. For this study
we used 58 rats aged 60 days, 29 animals of each gender, divided into four groups:
Control Group Home (GCI) which were sacrificed at the beginning of the experiment;
Placebo Control Group (GCP) that received the same volume Vehicle experimental
group, and fed ad libitum; Experimental Group (EG) which received daily 0.3 g / kg of
HMB, by gavage and the same amount of food they consumed on the previous day
GCP; experimental group ad libitum (GEA) who received the same dose of the drug,
but were fed ad libitum. After treatment, samples were taken of the digastric (anterior
belly) and masseter (superficial part) for analysis histoenzimologic (m-ATPase with
pre-incubations acid and alkaline) and removal of the head skeleton to taken the
craniometric measures. The results showed that: the daily use of 0.3 g / kg of HMB
for four weeks: a) caused no morphological changes and histoenzimolégicas muscle
fibers in the muscles of mastication; b) the results were similar between muscles
elevators and depressors of the jaw; c¢) does not cause changes in the development
and growth of the craniofacial skeleton; d) the lack of positive changes in the

masticatory muscles and craniofacial growth, suggests a relationship existed



between them, e) results the components of the stomatognathic system were similar

in subjects both genders.

Keywords: Masticatory muscles. HMB. Craniofacial growth. Rats.



- FIGURAS

Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

LISTA DE ILUSTRACOES

Esquematizacdo da estrutura de um musculo esquelético e

seus envoltorios CONJUNTIVOS. ......oooueeirie i 28

Quadro das relagdes das diferentes classificacdes das fibras
musculares estabelecido por Myrrage (1977).....ccooveeeeeieiinnnenn. 31

Caixas individuais com comedouros e bebedouros

1T 1AV 11 = U USRS 51
Demonstragdao das caixas individuais, identificadas por
Demonstracao dos pacotes de racdo pesados separadamente

(30g) para cada animal do GCP..........ccoooiiiiiiiiiee e 52
Demonstracao da aplicagdo do HMB por meio de gavagem....... 52

Criostato marca Leica — Modelo CM 1850 utilizado para

obtencao dos cortes congelados...........ceeveiiieeeniniiieee e, 54

Microscépio éptico (Olympus BX 50) com camera fotogréafica
(Olympus DP-71) acoplada e monitores para analise e
morfometria das IMagens..........c.ueeviiiiiiiiee e 56

Esquematizacao dos pontos craniométricos utilizados como
base para tomadas das medidas (Barret e Harris, 1993)............ 58



Figura 10 -

Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -

Demonstragdo das medidas craniométricas tomadas de cada

Lol £=1 1[0 W 4 1 1= 101 = Lo [0 JUUNRUURR TSR

Fotomicrografia do musculo digastrico de ratos machos corados

Fotomicrografia dos musculos masseter de ratos fémeas

submetidos as reacées de mATPase e NADH...........cccevvvvviennes

Fotomicrografia dos musculos digastrico de ratos machos
submetidos as reagcbes de mATPase e NADH...........cccccevveeeennn.

Demonstragcdo dos cranios macerados para posterior tomada
(o P2 0 g T=To [0 b= PR

59

65

67

71



- GRAFICOS

Gréfico 1 -

Gréfico 2 -

Comparacdo da quantidade de racdo

semanalmente pelos ratos machos entre os grupos

Comparacdo da quantidade de racéo

semanalmente pelas ratas fémeas entre os grupos.

ingerida

ingerida



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 —

Tabela 9 —

LISTA DE TABELAS

Comparacdao do peso dos animais dos diferentes

GIUPOS. ¢ .teeutieteeeesteeteeseeneeseeesaenseeseeeessesseeneessesseessessesseensensennens

Comparacdo da percentagem dos tipos de fibras
musculares entre 0s grupos no musculo masseter de ratos

(1.4 2= 1o] o Lo Y= 7T

Comparacdo da porcentagem dos tipos de fibras
musculares entre 0s grupos no musculo masseter de ratas

FOMBAS. ... .ot

Comparagdo entre as areas (um?) das fibras musculares

entre os grupos no musculo masseter de ratos machos.....

Comparacdo da area (um?) das fibras musculares entre os

grupos no musculo masseter de ratas fémeas......................

Comparacdao da porcentagem dos tipos de fibras
musculares entre os grupos no musculo digastrico de ratos
MACKROS......ccoiii e

Comparacdo da porcentagem dos tipos de fibras
musculares entre os grupos no musculo digastrico de ratos

1) 1 01T L TOT TP

Comparacdo da area (um?) das fibras musculares entre os

grupos no musculo digastrico de ratos machos....................

Comparacdo da area (um?) das fibras musculares entre os

grupos no musculo digastrico de ratos fémea.............cc....

63

68

68

69

70

72

72

73



Tabela 10 —

Tabela 11 —

Tabela 12 —

Tabela 13 —

Tabela 14 —

Tabela 15 -

Tabela 16 —

Tabela 17 —

Tabela 18 —

Demonstracdao da percentagem dos diferentes tipos de

fibras entre os musculos nos ratos machos........................

Demonstracao da percentagem dos diferentes tipos de
fibras entre os musculos nos ratos fémeas................ccoee.....

Demonstragdo da area dos diferentes tipos de fibras entre

0S mUsculos Nos ratoS MAachos...........ccoovevveeeeiieeeeeeeeeen,

Demonstracdo da area dos diferentes tipos de fibras entre

0S MUSCUlOS NOS ratos fFEBMEAS.........cooveeeeeeeeeee e,

Demonstracdo da percentagem dos tipos de fibras no

musculo masseter entre 0S gENEros............cccceeceeeeieeeennnnn.

Demonstracao da percentagem dos tipos de fibras no

musculo digastrico entre 0S gENEros.........cceeceeeiiiieeeiieenns

Demonstragcdo da area dos tipos de fibras no musculo

masseter entre 0S geNEros. .......coooovuiieiiiiiiiie e

Demonstracdo da area dos tipos de fibras no musculo

digastrico entre 0S géneros.........ccoceevveeiiiieeniiieesneee e

Comparacdo das medidas craniométricas entre 0s grupos e
(02T LY o TR

74

75

75

76

76

77

77

78



2.1
2.2
2.3
2.4
2.41
2.4.2
2.5
2.6

4.1
4.2
4.3
4.4
45
4.5.1
452
453
4.6

4.7

5.1

5.2

5.3

5.4
5.5

SUMARIO

INTRODUCAO

REVISAO DE LITERATURA

Musculo estriado esquelético

Anatomia dos musculos masseter e digastrico
Tipos de fibras dos musculos esqueléticos
Tipos de fibras dos musculos da mastigacao e supra-hioideos
Musculo digastrico

Musculo masseter

Esqueleto craniofacial

Beta-Hidroxi Beta-metilbutirato

OBJETIVOS

MATERIAL E METODOS

Animais

Caixas e racao

Administracao do HMB

Eutandsia e retirada das amostras musculares
Processamento histologico

Congelamento

Obtencao dos cortes congelados

Técnicas de histoquimica e morfometria

Metodologia para tomada das medidas craniométricas do cranio

macerado

Tratamento Estatistico
RESULTADOS

Peso dos animais
Quantidade de ragéo ingerida

Caracterizagdo morfolégica das fibras submetidas a coloragcao

em HE

Classificagdo e morfometria das fibras musculares
Crescimento e desenvolvimento craniofacial
DISCUSSAO

19
25
27
28
29
31
33
34
35
38
43
47
49
49
52
53
53
53
54
54

56
59
61
63
63

65
66
78
81



7 CONCLUSOES 89
REFERENCIAS 93
ANEXOS 111



1 INTRODUCAD




FOB/USP | 21
1 INTRODUGAO

1 INTRODUCAO

Muitos atletas hoje em dia vivem em busca de suplementos nutricionais a fim
de obterem melhores resultados nas suas atividades esportivas, perda de gordura,
ganhos de massa muscular e melhor desempenho nas atividades fisicas ou na
plasticidade do corpo. Por estas razdes, a popularidade do uso de suplementos
nutricionais entre adolescentes em geral e atletas em particular, estd em ascensao
(CASTILLO; COMSTOCK, 2007; ZADIK; NEMET; ELIAKIM, 2009).

Estas informacdes estdo levando a industria de suplemento nutricional a
ganhar enorme soma de dinheiro com a venda destas substancias que
supostamente melhoram o desempenho fisico, adia a fadiga, melhora a composicéao
corporal e a aparéncia dos usuarios (PORTAL et al., 2010), entretanto, apenas 14%
dos usuarios consultam um profissional da saude antes de usa-los (CHLOPICKA;
WANDAS; ZACHWIEJA, 2007), mesmo conhecendo muito pouco sobre a sua
segurancga ou eficacia (CASTILLO; COMSTOCK, 2007; ZADIK; NEMET; ELIAKIM,
2009).

Um estudo sobre o uso dos suplementos nutricionais entre jovens jogadores
de voleibol e futebol mostrou que 8% dos meninos e 2% das meninas usam estas
substancias para melhorar o desempenho do exercicio e da composi¢gdo corporal
(MASON et al., 2001).

Nos ultimos anos, o B-hidroxi-B-metilbutirato (HMB) tornou-se um dos
suplementos nutricionais mais populares entre aqueles que frequentam academias e
ginasios de esporte, inclusive entre os jovens (CHLOPICKA; WANDAS;
ZACHWIEJA, 2007).

O HMB € um composto derivado do metabolismo da leucina, e por essa razao
também é chamado de metabdlico da leucina. Ele apresenta efeitos anabdlicos da
proteina que podem ser empregados em tratamento de doengas que acarretam
perda de peso, tais como cancer, sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS),
cirurgia, e doengas crbnicas, para aumentar a massa muscular magra (MAY et al.,
2002; SMIT; MUKERJI; TISDALE, 2005) e também para aumentar a massa e/ou
forca muscular no exercicio de resisténcia (JOWKO et al., 2001; NISSEN; SHARP,
20083).
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Os primeiros estudos com HMB, realizados em animais, apontaram efeitos
dessa substancia sobre o metabolismo muscular, predominantemente, na reducao
da protedlise (OSTASZEWSKI et al., 1996).

Kovarik et al. (2010) realizaram um estudo para observar o efeito da HMB na
musculatura de ratos com septicemia e saudaveis. Os seus resultados mostraram
que o tratamento com HMB ndo teve efeito significativo sobre o metabolismo
proteico nos musculos esqueléticos de ratos saudaveis. Ja nos animais com
septicemia, notaram que esta substancia foi eficaz e neutralizou a protedlise total do
musculo extensor longo dos dedos (EDL), e diminuiu a protedlise miofibrilar no
musculo séleo, além de inibir a atividade do proteassoma neste muasculo.

Isto esta de acordo com os efeitos positivos do HMB sobre o metabolismo
proteico, descrito em condigdes de outras proteinas catabdlicas (SMITH; MUKERJI;
TISDALE, 2005; NUNES et al., 2008).

A musculatura estriada pode ser expandida por mecanismos de hipertrofia ou
hiperplasia e esta relacionada com células precursoras miogénicas (JOHNSTON et
al., 2003).

Sabe-se que existe uma relagédo entre a atividade de musculos esqueléticos
e a morfologia e composicao do osso onde ele esta fixado (SHAW; STOCK, 2009).
Acredita-se que a contracdo muscular tem o papel mais destacado e dinamico na
carga habitual do tecido 6sseo (BURR, 1997; SCHOENAU; FRICKE, 2006). Um
exemplo de profunda mudanca na relagdo musculo-esquelética por alteracao do
recrutamento muscular pode ser observado no brago do jogador de ténis, onde a
hipertrofia muscular leva a um aumento na densidade 6ssea do umero (KANNUS et
al., 1994).

Encontra-se na literatura também relatos mostrando que a paralisia
muscular induz a diminuicdo da massa cortical e do trabeculado ésseo onde o
musculo estava fixado (WARNER et al.,2006; POLIACHIK et al., 2010).

O aparelho mastigatério € considerado o sistema musculo-esquelético
adequado para estudar esta relacdo, uma vez que a mandibula apresenta pequeno
peso e as forcas gravitacionais que atuam nela sdo pequenas e, portanto pode-se
considerar que as alteragbes que ocorrem no tecido 6sseo sdo de origem das
cargas diarias das contracées musculares (DE JONG; KORFAGE; LANGENBACH,
2011).
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Varios grupos musculares inserem-se na mandibula, mas os musculos da
mastigacao, devido as suas forgas e a suas relagcdes funcionais com este 0sso sao
considerados os mais atuantes na mandibula.

Matic et al. (2007) e Kim et al. (2008) relatam que paralisia do musculo
masseter resulta em atrofia do musculo e subsequentemente retardo do crescimento
da mandibula.

Outras teorias existentes sobre o crescimento craniofacial mostram uma
relacdo intima entre os musculos da mastigacao e os 0ssos onde eles estao fixados.
Pesquisadores sugerem que as mudangas morfoldégicas ndo seriam observadas
apenas nas areas adjacentes a inser¢ao destes musculos, mas que elas ocorreriam
em locais de crescimento que afetam o padréo de crescimento rotacional do cranio
(CHUANG, 1995).

A literatura consultada mostra trabalhos sobre o efeito do HMB em animais
em desenvolvimento, em idosos, em atletas, em individuos com doengas, mas nao
apresenta trabalhos experimentais em jovens, principalmente quando ndo sao
submetidos a exercicios fisicos. Ela mostra informacdes sobre aumento da massa
e/ou forca muscular, identificadas por meios fisiolégicos ou de diagnédstico por
imagem, mas muito pouco se sabe sobre o efeito do HMB na morfofisiologia das
fibras musculares como, por exemplo, o perfil histoenzimoloégico e a area dos

diferentes tipos de fibras musculares e no crescimento craniofacial.
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2.1 Musculo Estriado Esquelético

O sistema muscular é responsavel pelo movimento do corpo, bem com suas
partes. O musculo esquelético representa aproximadamente 40% do total da massa
corporal (GUYTON; HALL, 2006).

O musculo esquelético se origina de células pré-mioblasticas que se originam
no dermatomiétomo do somito em maturagdo e comecam a se proliferar em
mioblastos, posteriormente, os mioblastos se proliferam e se fundem para formar os
miotubos, que formaréo as fibras musculares (STANDRING, 2010).

O tecido muscular esquelético é composto por feixes de células longas,
cilindricas, multinucleadas e contendo muitos filamentos, as miofibrilas
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). As miofibrilas sdo as unidades funcionais dos
musculos e suas propriedades bioquimicas e fisiol6gicas sao variadas, sendo um
tecido especializado em transformar energia quimica em energia mecanica, ou seja,
no movimento (FERREIRA, 2005). Para isso, sdo compostas de unidades chamadas
sarcOmeros, € cada sarcémero é composto por proteinas miofibrilares de miosina
(filamento grosso) e de actina (filamento fino). Quando essas proteinas se interagem
permite a contracao do musculo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

O tecido muscular esta organizado em grupos de feixes ou fasciculos, sendo
este conjunto de feixes envoltos por tecido conjuntivo (figura 1). A bainha de tecido
conjuntivo que recobre todo o musculo € denominada epimisio. Do epimisio partem
finos septos de tecido conjuntivo denominados de perimisio, que dirigem para o
interior do musculo, separando-o em feixes e, por ultimo o tecido conjunto invagina
para envolver individualmente cada fibra muscular, denominado endomisio
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; PIEDADE, 2010). As membranas de tecido
conjuntivo sao importantes, pois mantém as fibras musculares unidas,
proporcionando que a forca de contracdo gerada em cada fibra atue sobre o
musculo inteiro (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).
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Misculo Esquelético
Epimisio
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Fonte: Baechle e Earle, 2008

Figura 1 — Esquematizagao da estrutura de um musculo estriado esquelético e seus envoltérios
conjuntivos.

2.2 Anatomia dos musculos masseter e digastrico

Os musculos da mastigacao e supra-hioideos tém sido muito estudados, pois
alteracbes na sua musculatura podem provocar doencas orais, como a disfungao
temporomandibular, e isto provoca um impacto psico-social sobre a qualidade de
vida do paciente (SEGU et al, 2003).

As fibras dos musculos da mastigacao diferem dos musculos do tronco e
membros, pois apresentam uma area bem menor (STARON; HIKIDA, 1992).

Os musculos da mastigacdo sdo compostos pelos musculos temporal,
masseter, pterigdideo lateral e medial (RIZZOLO; MADEIRA, 2009).

O musculo masseter € um musculo retangular, espesso e € dividido em duas
partes, uma superficial e outra profunda, e se estende desde o arco zigomatico ao
ramo da mandibula, com exce¢ado do seu processo condilar (RIZZOLO; MADEIRA,
2009).

O mdusculo digastrico compde um grupo denominado de supra-hidideos e
unem o 0sso hidide ao cranio (RIZZOLO; MADEIRA, 2009). Possui dois ventres

musculares, um anterior e outro posterior e situa-se abaixo da mandibula,
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estendendo-se desde o processo mastoide até a base da mandibula (STANDRING,
2010).

Os musculos supra-hidides sao abaixadores e retrusores da mandibula e,
portanto, antagonistas dos musculos elevadores da mandibula, mas auxiliam na
mastigacao (RIZZOLO; MADEIRA, 2009).

2.3 Tipos de fibras do musculo esquelético

O musculo esquelético é constituido por diversos tipos de fibras musculares,
que sao caracterizadas durante o desenvolvimento embrionario e posteriormente
sdo moduladas por fatores neurais e hormonais (SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011).

E de conhecimento geral, que os diferentes musculos esqueléticos de
mamiferos variam em cor, desde quase branco até vermelho escuro, e que nas
varias espécies animais, alguns musculos esqueléticos contraem mais rapidamente
que outros. Durante a ultima metade do século dezenove, muitos pesquisadores
esforcaram-se para explicar estas variacdes, tanto na coloragdo como na velocidade
de contracao das fibras dos musculos esqueléticos, com base nas suas estruturas e
funcbes (CLOSE, 1972).

Ranvier (1880 apud CLOSE, 1972) observou também que: |- os musculos
vermelhos contraiam muito mais lentamente do que os musculos brancos; II- os
musculos vermelhos eram mais resistentes a fadiga do que os musculos brancos; IlI-
musculo vermelho tinha um suprimento sanguineo mais amplo do que os brancos.
Mas outros pesquisadores (MEYER, 1875; KNOLL, 1891 apud CLOSE, 1972),
observaram que alguns musculos vermelhos contraiam mais rapidamente do que
alguns musculos brancos, desfazendo a associagdo de que os musculos vermelhos
tinha sempre contragdo mais lenta do que os brancos. Atualmente afirma-se que
todo musculo branco € de contragéo rapida, mas que nem todo musculo vermelho é
de contragao lenta.

Com o advento de técnicas histoquimicas mais modernas, tornou possivel
localizar sistemas de enzimas, e outros constituintes quimicos, em nivel celular, e
isto abriu o caminho para uma correlagao direta, da atividade funcional das fibras
individuais com a sua morfologia (DUBOWITZ; BROOKE, 1973). Algumas destas
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técnicas demonstraram que a velocidade de contragcdo muscular estava relacionada
com a atividade da enzima ATPase miofibrilar (CORNACHIONE et al., 2011).

Usando a técnica da m-ATPse miofibrilar, Dubowitz e Pearse (1960)
classificaram as fibras musculares em tipos | e Il, de acordo com a sensibilidade do
pH, onde as do tipo | eram &cidas estaveis enquanto que as do tipo Il eram alcalinas
estaveis. Brooke e Kaiser (1970) utilizando pré-incubagdes (acidas e alcalinas)
conseguiram identificar os subtipos de fibras do tipo Il, em IIA e IIB.

Varias outras substancias foram identificadas nas fibras musculares, dentre
elas o succinato desidrogenase e NADH- Tr, que esta relacionado diretamente com
o metabolismo das fibras. Peter et al. (1972) utilizando a identificagdo da m-ATPase
e do metabolismo, classificaram as fibras musculares em FG (fast twich glicolytic -
fibras de contragdo rapida e metabolismo glicolitico), FOG (fast twich glicolytic
oxydative - fibras de contracao rapida e de metabolismo glicolitico e oxidativo) e SO
(slow twich oxydative - fibras de contragéo lenta e metabolismo oxidativo).

Métodos mais modernos para classificar os diferentes tipos de fibras que
compdéem um musculo tém sido utilizados, como por exemplo, a técnica de imuno-
histoquimica para identificar a cadeia pesada da miosina. Como as diferengas na
sensibilidade das reacdes de m-ATPase tém sido mostradas estar relacionada com
a cadeia pesada da miosina, ndo € nenhuma surpresa a existéncia de uma
correlacdo na classificagcdo das fibras musculares usando-se os métodos de m-
ATPase e de imuno-histoquimica, mas este Ultimo é mais preciso porque consegue
identificar até 11 tipos de fibras enquanto o primeiro apenas sete (PETTE; STARON,
2001).

Outros métodos como eletroforese em gel e “western blot” podem ser usados
para determinar o conteudo de miosinas (KORFAGE; VAN EIJDEN, 2003).

Como ja foram identificadas varias enzimas e estruturas morfolégicas nas
fibras musculares, os autores tém sugerido varias formas de classificacdo das
mesmas, usando apenas enzimas, ou misturando enzimas e estruturas anatémicas,
mas cinco sdo as classificagbes mais usadas, que Myrhage (1977) procura
estabelecer uma relagao entre elas, e pode ser visualizada no quadro abaixo (figura
2). Deve ser lembrado que nestas classificagdes as reagées de imuno-histoquimica

nao foram usadas.



) FOB/USP
2 REVISAO DE LITERATURA

CLASSIFICATION OF MUSCLE FIBRES

Fast twitching Slow twitching

Dubowitz & Pearse (1960) IT ( ET) T

Brooke & Kaiser (1970) IIB IIA I

Henneman & Olson (1965) A B o

Bufke et al. (1971) FF FR S1

Peter et al. (1972) FG FOG SO2
(white) (red) (red/intermediate)

FF = fast-fatigable; FR = fast-resistant to fatigue;

S = slow-very resistant to fatigue.

FG = fast-glycolytic; FOG = fast-oxidative-glycolytic;
SO = slow-oxidative.

Figura 2 — Quadro das rela¢6es das diferentes classifica¢cdes das fibras musculares
estabelecido por Myrrage (1977).

Sabe-se que os musculos sdo compostos por diferentes tipos de fibras, mas
com predominio de um tipo especifico (MINAMOTO, 2005).

O uso muscular esta relacionado com a composi¢ao das suas fibras e da area
de seccgdo transversal das mesmas (SANO et al, 2007). Entretanto, um musculo se
adapta dependendo da demanda funcional a que é submetido, podendo alterar a
composicao do seu tipo de fibra, ou perfil histoquimico das suas fibras (WESSEL et
al, 2005), tais como alteragdes na carga mecanica, por exercicios ou imobilizacao
(PETTE, 2002). Esta remodelacdo de seu perfil histoquimico em resposta a
demanda funcional & denominada de plasticidade muscular (NETHERLAND et al.
2009).

2.4 Tipos de fibras dos musculos da mastigacao e supra-hidideos

Os tipos, o0 tamanho e a percentagem dos varios tipos de fibras e unidades

motores sdo semelhantes entre os musculos do tronco e dos membros, que sao

31
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musculos somiticos ou miotémicos, mas diferem dos musculos mandibulares, que
sdo musculos branquioméricos. Essas diferencas tém sido significativas,
principalmente em humanos, e muitas vezes tém sido relacionadas as diferentes
funcées (CARLSOO, 1956; STALBERG et al.,1986), baseado em estudos
comparativos com outros mamiferos (TAYLOR; CODY; BOSLEY, 1973; HIRAIWA,
1978; SUZUKI, 1977; GORNIAK, 1986).

Diversos estudos tém sido realizados nos musculos da mastigacao para
investigar as alteracdes que acometem a musculatura do aparelho estomatognatico
(YAMADA et al, 2013; KAWAI et al, 2009; MONACO et al, 2010;YOSHIDA et al,
2012).

Segundo a literatura consultada Wachstein e Meisel (1955), foram os
primeiros a estudar a tipagem de fibras dos musculos da mastigagéo, por meio da
reacao de succinato desidrogenase (SDH), em ratos, coelhos e humanos.

Em 1984, Rokx, Van Willigen e Jansen estudaram as fibras dos musculos da
mastigacado de ratos, através das reacdes de m-ATPase e SDH. As fibras foram
classificadas como FW (Fast White - rapida branca), Fl (Fast Intermediate - rapida
intermediaria), FR (Fast Red - rapida vermelha) e SR (Slow Red - lenta vermelha).
Segundo os autores os 4 tipos de fibras estavam presentes em todos os musculos
estudados. As fibras do tipo FW localizavam principalmente na periferia, enquanto
que as do tipo SR estavam localizadas na porcado central, formando uma area
oxidativa juntamente com as fibras do tipo FR e Fl.

Andreo (2001) estudou os musculos da mastigacao de ratos submetidos ao
alcoolismo crénico. Foram retiradas amostras dos musculos digastrico (ventre
anterior), masseter e temporal, de ratos normais e alcoolizados, que foram
submetidas as reagcées de m-ATPase, SDH e coloragdo de HE, para classificagdo
das fibras musculares. Baseado nos resultados obtidos, concluiu que a percentagem
e o didmetro dos tipos de fibras sdo diferentes entre os musculos elevadores
(masseter e temporal) e abaixador (digastrico - ventre anterior) da mandibula; que
nos musculos elevadores da mandibula as fibras do tipo FG s&o as predominantes;
que o diametro menor das fibras do tipo FG é semelhante entre os musculos
elevadores da mandibula, mas maior do que no abaixador; que o alcool teve
influéncia sobre o didmetro menor das fibras de contracao rapida (FG e FOG) nos
musculos elevadores e abaixador da mandibula, o que ndo ocorreu com as fibras de

contragao lenta (SO).
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Korfage et al. (2006) investigaram a composi¢ao do tipo de fibra de coelhos
em desenvolvimento e notou que em animais adultos, os musculos masseter e
digastrico apresentavam a mesma percentagem de tipos de fibras rapidas, mas
essas fibras eram duas vezes maior no musculo masseter do que no musculo

digastrico, podendo assim produzir maior forga.

2.4.1 - Musculo Digastrico

Benett et al. (1977), estudando o musculo digastrico de ratos adultos e em
crescimento, observaram dois tipos de fibras claramente distintas, onde as fibras de
menor didmetro apresentaram reacao mais intensa que as de diametro maior, nas
reacoes de mATPase. Segundo os autores as amostras de animais mais jovens
sugerem que 0s mesmos apresentariam um unico tipo de fibra muscular.

Kiliaridis e Shyu (1988) num estudo para verificar a influéncia da consisténcia
dos alimentos sobre os musculos da mastigacdo de ratos, observaram que no
musculo digastrico a area das fibras dos tipos IIA e IIB ndo sofreram influéncia da
consisténcia dos alimentos.

Andreo et al. (1994) em estudos com macaco prego encontrou uma
concentracdo elevada de fibras do tipo rapida (81,2%) e parece indicar que o
musculo digastrico € utilizado para a aceleragéo e velocidade nos movimentos da
mandibula.

Monemi et al. (2000) estudando o musculo digastrico de humanos observou
que uma parte significativa do ventre posterior deste musculo apresentava fibras
hibridas.

Cobos, Segade e Fuentes (2002) em estudo com ratos, encontrou que o
ventre posterior do musculo digastrico contém maior percentagem de fibras
aerodbicas (83,4%) do que o ventre anterior (67,8%).
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2.4.2 Musculo Masseter

O musculo masseter € 0 musculo da mastigacdo mais estudado na literatura,
quanto ao padrao histoquimico das fibras.

Akagawa, Nikai e Tsuru (1983), verificaram alteragées no musculo masseter
de ratos wistar machos, induzidas pela hiperfungédo, produzida pelo aumento da
dimensao vertical. Para isso instalaram coroa metélica sobre os 1% e 2% molares
superiores, diminuindo o espaco funcional livre. Observaram que as fibras do tipo
FOG e SO, ou seja, que apresentam metabolismo oxidativo, sofreram alteracées no
perfil histoenzimol6gico nas reacdes do tipo SDH e fosforilase (PHR) ja a partir do
segundo dia apds a colocacao da coroa metalica, mas que a partir do 12° dia, esses
tipos de fibras voltaram a apresentar o padréao semelhante ao do grupo controle. As
fiboras do tipo FG nao apresentaram alteracbes nas reacdes durante todo o
experimento.

Kiliaridis e Shyu (1988) encontraram no musculo masseter de ratos uma
maior frequéncia de fibras tipo IIB no grupo submetido a uma dieta menos
consistente, do que no mesmo musculo dos animais com ra¢gao normal.

Kowalewski e Miltzow (1990) estudaram as fibras do masseter de ratos, com
idade entre 42 e 126 dias. As fibras do tipo |IB foram as mais frequentes e as que
apresentaram maior didmetro. As do tipo IIA apresentaram menor frequéncia e
menor diametro.

Tuxen e Kirkeby (1990) investigaram o masseter de vdrias espécies de
animais pelo uso de métodos histoquimicos para a demonstragdo da mATPase
acido-estavel e alcalino-estavel. As fibras do tipo | mostraram fraca atividade de
ATPase em pH 9.4, as do tipo IM (tipo intermediario, classificada pelos mesmos
autores) reagem moderadamente e fibras tipo Il reagem fortemente. Além disso,
concluiu que o musculo masseter de ratos e camundongos contém somente fibras
tipo Il, e 0 masseter de alguns coelhos possuem quantidades iguais de fibras tipo | e
[I. O masseter de gatos e caes possuem fibras tipo | e Il, com o tipo Il predominando.
O masseter de bovinos contém principalmente fibras tipo |, embora alguns individuos
contenham um pequeno numero de fibras tipo Il. O masseter de porcos tem os tipos
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l, I e IM. Uma das caracteristicas dos musculos masseter de humanos séo as fibras
tipo IM, que sdo raramente vistas em outros musculos da mastigagdo. Segundo
esses pesquisadores € possivel, portanto, utilizar o masseter de porcos como um
modelo animal para estudos experimentais, devido as caracteristicas em comum
com o musculo de humanos.

Um dos fatores que altera o perfil histoquimico dos musculos da mastigacao é
a sua atividade diaria, pois ela € uma fonte significativa da carga no sistema
mastigatorio (SANO et al, 2007).

Kiliaridis (1986) e Vreeke et al. (2011) demonstraram uma diminui¢gdo na area
de seccgao transversal e na alteragdo no tipo de fibras, causada pela reducao da
demanda funcional nos ratos alimentados com uma dieta mais liquida.

Um estudo em coelhos de diversas idades mostrou que durante o
desenvolvimento precoce, quando a succdo transforma-se em mastigacdo, os
musculos da mastigagdo aumentam o seu numero de fibras do tipo lento em relagao
ao numero de fibras do tipo rapido (ANAPOL; HERRING, 2000; KORFAGE et al,
2006; LANGENBACH et al, 2008). Ja durante o desenvolvimento tardio, quando a
maturacao sexual é iniciada, o masseter aumenta o numero de fibras do tipo rapida
(ENGLISH et al.,, 1999; EASON et al., 2000), enquanto o digastrico, que esta
envolvido na abertura da mandibula, ndo mostra quaisquer alteracées (KORFAGE et
al., 2006).

Saito et al. (2002) e Saito et al. (2004) estudando os efeitos da consisténcia
da dieta sobre a alteragdo do fendétipo das fibras do musculo masseter de ratos,
observaram que uma dieta mais liquida facilita o desenvolvimento de fibras do tipo
rapida em comparag¢do com uma dieta mais solida.

Assim, quando nao se aplica uma forga didria, os musculos também sofrem
alteracdes, como no estudo de Nariyama et al. (2011) que demonstrou a que a
deficiéncia de dentes alteram os musculos masseter e digastrico de ratos.

2.5 Esqueleto Craniofacial
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O crescimento 6sseo tem sido de grande importancia cientifica, pois é de
grande relevancia para a pratica clinica, principalmente para os dentistas
(POSWILLO, 1988).

O esqueleto craniofacial possui um padrao diferenciado de crescimento e
maturacdo (LEWIS; ROCHE; WAGNER, 1985), pois para que haja um crescimento
harmonico da face, deve ser lembrado que a morfogénese Ossea precisa alcangar o
equilibrio arquiteténico entre todas as partes separadas em crescimento. Isto
significa que todas as diferentes partes se retnem em um todo funcional, em que
cada parte complementa as outras e todas crescem e funcionam em conjunto
(ENLOW; HANS; OPPIDO, 1998).

Assim, os determinantes genéticos e funcionais do desenvolvimento de um
0sso (isto é, a origem dos sinais reguladores do crescimento) residem no conjunto
de tecidos moles que ligam ou desligam, aceleram ou reduzem as atividades
histogénicas dos tecidos conjuntivos osteogénicos (ENLOW; HANS; OPPIDO, 1998).
Com isso, o crescimento dos ossos da face e da maxila estd associado ao
desenvolvimento tanto da base do cranio quanto da mandibula (KREIA et al., 2011).

O desenvolvimento do sistema craniofacial ocorre em resposta as
necessidades funcionais, e a sua auséncia pode afetar o seu crescimento (KAWAI et
al., 2010). Essas respostas as necessidades funcionais sdo dadas também pelos
musculos que desempenham um papel ativo no processamento de carga continua
diaria sobre os 0ssos, em especial no aparelho mastigatério (DE JONG; KORFAGE;
LANGENBACH, 2011).

A acdo dos musculos da mastigacao sobre o desenvolvimento craniofacial ja
foi observada entre individuos que apresentam distrofia muscular progressiva
(IWABUCHI, 1975; MIURA, 1988, MATSUYUKI; KITAHARA; NAKASHIMA, 2006),
em experimentos diminuindo a fungdo muscular como, por exemplo, diminuindo a
consisténcia dos alimentos (KILIARIDIS; ENGSTROM; THILANDER, 1985;
KILIARIDIS; SHYU, 1988; CIOCHON; NISBETT; CORRUCCINI, 1997, RAVOSA et
al., 2007), por intervengéo cirurgica, produzindo desnervagcao no musculo masseter
(TAKAHASHI, 1988), em desdentados (ENGSTROM; HOLLENDER; LINDOVIST,
1985), em estudos entre tamanho dos musculos da mastigagéo, forca de mordida
(RAADSHEER, et al., 1999); ou em trabalhos de hiperfungdo destes musculos, como
no caso de bruxismo (AHLGREN, et al., 1969; KROGSTAD, DAHL, 1985).
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Kiliaridis (1995) estudou a influéncia da musculatura da mastigacdo sobre o
crescimento craniofacial e notou que a carga mecanica aumentada na mandibula
leva a um aumento do crescimento sutural e aposicao 6ssea, ocasionando um
crescimento transversal da maxila e das arcadas dentérias.

He (2004) estudou os efeitos da alteracdo da funcdo mastigatéria no
crescimento craniofacial em furdes, e percebeu que no sexo feminino o crescimento
craniofacial cessa mais rapido do que no sexo masculino. O mesmo ja havia sido
comprovado por Ingerslev e Solow (1975) que realizou um estudo cefalométrico em
humanos e percebeu que os cranios sdo menores no sexo feminino do que do sexo
masculino. Tal fato pode explicado pelas pesquisas de Schaefer et al. (2005) que
notou que as alteragdes faciais no sexo masculino pode estar relacionada com um
aumento nos niveis de testosterona na adolescéncia.

Tsai et al. (2009) e Korfage et al. (2012) estudaram os efeitos da neurotoxina
botulinica do tipo A nos musculos masseteres, que comumente sdo injetadas para
fins cosméticos ou para o tratamento de bruxismo, e observaram que o musculo
masseter atrofiou e ocasionou uma alteracdo de crescimento 0sseo € no
desenvolvimento craniofacial de ratos.

A literatura consultada mostra que varios estudos sugerem uma
interdependéncia entre a morfologia 6ssea do esqueleto cefélico e as caracteristicas
dos musculos da mastigacdao (BOYD et al.,, 1984; VAN SPRONSEN et al., 1997;
GRUNHEID et al., 2009), e as mais comuns S30:

- volume e perfil histoenzimoldgico do musculo masseter com as dimensodes verticais
na morfologia facial (BOYD et al., 1984; KILIARIDIS, 1995), onde individuos de face
curta (dimensdes verticais menores) apresentam este musculo com grande volume e
o oposto é verdadeiro (KILIARIDIS, 1995);

- aumento na funcdo dos musculos da mastigagdo com o padrdo de crescimento
anterior de rotagdo da mandibula, com angulo e processos corondide e condilar bem
desenvolvidos. (KILIARIDIS, 1995).

Nas ultimas décadas os frequentadores de academias tém usado substancias
como anabolizantes e suplementos nutricionais, para melhorar a forca e massa
muscular, e a estética.

Barret e Harris (1993) afirmam que os anabolizantes podem estimular a uma
hiperfungdo de algumas glandulas, como a hipéfise, ocasionando um crescimento

excessivo do esqueleto craniofacial.
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Alguns suplementos tem auxiliado no desenvolvimento facial, como no estudo
realizado por Wilcox et al. (2007) onde identificaram que o uso de suplementacdes
de acido félico durante a gravidez previne fendas orofaciais.

Um suplemento que tem se tornado comum nos treinamentos é o beta-hidroxi
beta-metilbutirato (HMB), pois estudos relatam aumento da forgca muscular,
hipertrofia muscular, e a recuperacdo muscular, mas estes efeitos ainda sao
variaveis na literatura (ROWLANDS; THOMSON, 2009).

2.6 Beta-Hidroxi Beta-metilbutirato (HMB)

Dados mostram que 24% dos 309 usuarios de 7 academias de Sao Paulo
consumiam, pelo menos, um tipo de suplemento, sendo que 90% o faziam
diariamente. Os concentrados proteicos e aminoacidos foram consumidos por 39%
da amostra, composta, em sua maioria, por praticantes de treinamento contra-
resisténcia (PEREIRA et al., 2003).

Um estudo sobre mais de 200 suplementos alimentares que prometiam
aumento da massa livre de gordura e ganho de forca durante o treinamento de
contra-resisténcia, foi realizado por Nissen e Sharp (2003) que concluiram que
apenas as suplementacbes de creatina e beta-hidroxi-beta-metiloutirato (HMB)
realizavam os efeitos prometidos.

Proteinas e aminoacidos como, por exemplo, o HMB, esta entre os
suplementos que tem se tornados mais populares ultimamente, apesar destas
substancias apresentarem dados clinicos limitados (PORTAL et al., 2011).

O HMB é um derivado do aminoé&cido leucina, ou seja, aproximadamente 5%
da leucina oxidada é convertida em HMB (VAN KOEVERING; NISSEN, 1992). O
HMB pode ser produzido no figado de animais e humanos (NISSEN et al., 2000),
mas pode ser encontrado nos alimentos de origem animal e vegetal, como por
exemplo, alfafa, toranja (hibridacdo da laranja, conhecida como grapefruit), peixe
bagre e até mesmo no leite materno, estando também disponivel comercialmente
como um suplemento nutricional (ALVARES; MEIRELLES, 2008).

O HMB foi inicialmente utilizado como forma de atenuar a perda de peso e
massa muscular em individuos com cancer (AVERSA et al., 2011), aids (CLARK et
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al., 2000; MAY et al., 2002), atrofia muscular (ZANCHI et al., 2011) e outras doencas
que acometem a perda de massa muscular. Posteriormente a busca por ganho de
forca e poténcia por atletas cresceu muito (WILSON; WILSON; MANNINEN, 2008), e
passaram a utilizar o suplemento para promover o desempenho fisico e a hipertrofia
muscular (PITTLER; ERNST, 2004).

A literatura mostra que o HMB pode atuar sobre os musculos de varias
maneiras: como efeito anti-catabolico em individuos que praticam atividades fisicas,
principalmente treinos de resisténcia e em individuos com doengas que levam a
perda de peso; inibindo a apoptose; protegendo a integridade da membrana celular;
ativando a proliferagdo e diferenciagdo dos miotubos e produzindo a hipertrofia
muscular. O resultado final do uso do HMB depende da via de ativagdo em que foi
desencadeada.

Para que atue como um componente das membranas celulares dos
musculos, o HMB deve ser convertido em colesterol. O colesterol € produzido a
partir de acetil-CoA (acetil- coenzima A), mediado pela enzima HMG (hidroxi-metil-
glutaril)-CoA redutase (BACHHAWAT; ROBINSON; COON, 1956). A maior parte do
HMB é convertido para a HMG-CoA, que se transforma no colesterol das células
musculares danificadas, que ndo tém a capacidade de produzir as quantidades de
colesterol necessarias para estabilizar o sarcolema. Desta forma a suplementacéo
de HMB pode ser eficaz na reconstrucdo e reparacdo da membrana celular
(PORTAL et al., 2010).

Outra forma de agéo é na inibicado da apoptose e da protedlise. Os resultados
do estudo realizado por Smith, Mukerji e Tisdale (2005) sugerem que HMB atenua a
degradagao da proteina através da inibicdo da via da ubiquitina-proteassoma em
células musculares. Atividade ubiquitina € induzida por certos agentes e condi¢coes
catabdlicas, incluindo glicocorticéides, citocinas, a fome, o estresse de oxigénio
(esforgo), reducédo de atividade e imobilizagdo. Esta via de sinalizagdo envolve a
ativagao inicial de caspases 3 e 8, 0 que leva a um aumento da atividade de NF-KB
(fator de transcrigdo nuclear kappa B), o que induz a degradagao proteina pela via
da ubiquitina-proteassoma (ELEY et al., 2008; RUSSEL; TISDALE, 2009).

Outro estudo recente demonstrou uma redugdo no numero de mioblastos
apoptéticos derivados de células satélites na presenca de HMB tal como refletido por

uma redugdo no numero de nucleos picnéticos, bem como maiores niveis de
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proteinas anti-apoptéticas e os niveis mais baixos de proteinas pro-apoptoticas.
(KORNASIO et al., 2009).

Estes dados sugerem que o HMB influencia diretamente na prevencao da
apoptose e na degradacao de proteinas, aumentando a sobrevivéncia de células
satélites que sao cruciais para a regeneracao muscular e consequentemente inibe a
perda de massa muscular (PORTAL et al., 2010).

Além disso, Smith, Mukerji e Tisdale (2005) e Eley et al. (2007) mostraram
que o HMB estimula a sintese protéica por fosforilacao crescente a partir da proteina
alvo da rapamicina em mamiferos — mTOR (Serina Treonina Quinase), membro da
via AKT/PI3K que se encontra envolvida no controle da traducdo, regulando
positivamente a sintese de proteinas.

Proporcionando outra linha de evidéncia para as a¢des anabdlicas da HMB no
musculo, Kornasio et al. (2009) relatou que o HMB promove a proliferacao de células
miogénicas, diferenciacdo e fusdo acelerada.

Além disso, 0 HMB aumentou os niveis de IGF-I (fator de crescimento ligado
a insulina), que é conhecido por desempenhar um papel central durante a
proliferagéo e diferenciagdo de mioblastos e hipertrofia muscular.

A literatura mostra varios trabalhos onde é vantajoso o uso do HMB. De
acordo com Sleter e Jenkins (2000), o HMB pode regular o metabolismo proteico por
desempenhar efeitos sobre os receptores de cortisol, testosterona, hormdnio do
crescimento, fator de crescimento semelhante a insulina, ou ainda por modular
enzimas responsaveis pelo catabolismo muscular.

Holecek et al. (2009) afirmam que o efeito anabdlico da proteina HMB em
musculo esquelético esta relacionada com a inibicdo da protedlise em proteossoma
e alteragOes na sintese de proteinas nos tecidos viscerais, que podem afetar varias
fungbes importantes e o estado do metabolismo do corpo inteiro.

Aversa et al. (2012) estudou a influéncia de HMB na atrofia muscular
causada por glicocorticoides, e observou que esta substancia atenua e previne a
perda de massa muscular nestes casos.

Outros trabalhos mostram o uso do HMB para induzir aumento da massa
muscular e ganho de for¢a (PINHEIRO et al.,2012; FITSCHEN et al., 2012)

Embora muitas pesquisas indicassem que o uso do HMB apresenta
resultados positivos (HOLECEK et al., 2009; KORNASIO et al., 2009; PIMENTEL et
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al., 2011), alguns estudos apresentam resultados contraditérios (NUNAN;
HOWATSON; VAN SOMEREN, 2010; KIM et al., 2012), e merecem muita atengao.

Estudos revelam que a suplementacdo do HMB resulta em maior crescimento
muscular e concomitante aumento da forca somente em individuos destreinados
(NISSEN et al., 1996a; VUKOVICH; STUBB; BOHLKEN, 2001).

Devido a promessa de aumento da massa e forga muscular, tem se
observado um numero crescente de adolescentes envolvidos em atividade fisica ou
atlética que estdo usando suplementos alimentares (HARRISON et al., 2004;
CALFEE; FADALE, 2006), porém ainda pouco se sabe sobre os efeitos adversos
desses suplementos no organismo (ARAUJO; ANDREOLO; SILVA, 2002).
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3 OBJETIVOS

Baseado nestas informacdes esse trabalho teve por objetivo responder as
seguintes perguntas:

a) O uso de HMB provoca alteragées morfologicas e histoenzimoldgicas
nas fibras muscular dos musculos da mastigagao?

b) Em caso de positivo, estas alteragdes seriam semelhantes entre os
musculos elevadores e abaixadores da mandibula?

C) O uso de HMB provoca alteragées no desenvolvimento e crescimento
do esqueleto craniofacial?

d) Em caso positivo de alteragdes nos musculos da mastigacao e
crescimento craniofacial, existe uma relagao entre elas?

e) Os efeitos sobre os componentes do sistema estomatognatico seria

semelhantes nos individuos de ambos os géneros?
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4.1 Animais

Foram utilizados 58 ratos (Rattus norvegicus), da linhagem Wistar, com idade
de 60 dias, fornecidos pelo Biotério da Universidade de Sao Paulo — Faculdade de
Odontologia de Bauru, que foram distribuidos em quatro grupos, cada grupo foi
subdividido em macho e fémea, sendo eles: Grupo Controle Inicial — (GCI), com
cinco animais de cada género; Grupo Controle Placebo — (GCP), oito animais de
cada género; Grupo Experimental — (GE), oito animais de cada género; Grupo
Experimental “Ad libitum” — (GEA) oito animais de cada género;

Os animais foram pesados inicialmente e distribuidos de maneira que os
grupos fossem formados por animais de pesos semelhantes e a seguir foi realizado
um sorteio para identificagao dos grupos.

Esta metodologia foi empregada porque se sabe da existéncia de uma
relagdo entre o peso dos animais e a area dos diferentes tipos histoquimicos de
fibras musculares. Com isso evitamos que algum grupo fosse formado por animais
que supostamente apresentariam uma area bem maior dos tipos de fibras ja no
inicio do experimento, o que poderia colocar em duvida os resultados obtidos no
final do experimento, com relagéo a possivel alteragdo que podera ocorrer em algum
tipo de fibra muscular.

Esse estudo foi realizado de acordo com os principios éticos para a
Experimentagdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA), tendo sido submetido ao Comité de Etica em Experimentagdo Animal da
Faculdade de Odontologia de Bauru, Universidade de S&o Paulo (ANEXO A).

4.2 Caixas e racao

Os animais foram mantidos em caixas individuais com comedouros e

bebedouros individuais (figura 3 e 4). A luminosidade da sala onde os animais foram
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mantidos foi controla por periodos de 12 horas de claro/escuro, por um timer e a
temperatura foi controlada em torno de 22°C.

Os animais dos GCP e GEA receberam agua e ragao “ad libitum”. A ragao
dada ao GCP foi previamente pesada (30g) para posterior calculo do consumo diario
(figura 5). Os animais do GE receberam a média da quantidade de racdo consumida
pelos animais do GCP, no dia anterior. Esta metodologia foi mantida para se evitar
que os animais do GE consumissem mais ragdo do que 0s animais do grupo
controle, e desta maneira teria um ciclo mastigatério maior. Isso porque os musculos
estudados fazem parte do grupo de musculos responsaveis pela mastigagdo ou
auxiliares desta, e um ciclo mastigatério maior poderia ser considerado como um
exercicio fisico extra, 0 que poderia comprometer os resultados obtidos na pesquisa.
Ja os animais do grupo GEA ndo tiveram a sua alimentagdo controlada, assim
pudemos comparar o real efeito da droga, ora controlando a alimentagao (pelo grupo
controle placebo), ora nao.
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3 — Caixas individuais com comedouros e bebedouros individuais.

Figura 4 — Demonstragao das caixas individuais, identificadas por grupo.
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Figura 5 — Demonstragéao dos pacotes de ragao pesados separadamente (30g) para cada animal do
GCP.

4.3 Administracao do HMB

O tratamento com HMB foi realizado por meio de gavagem (sonda intra-
gastrica) na dose de 0,3g/kg de HMB diluido em solugéo fisioldgica, diariamente, por
quatro semanas (figura 6). Os animais do GCP receberam o mesmo volume de
solucgao fisioldgica nas mesmas condicées do GE (HOLECEK et al., 2009).

Figura 6 — Demonstragao da aplicagao do HMB por meio de gavagem.
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4.4 Eutanasia e retirada das amostras musculares

Os animais do GCI foram eutanasiados no inicio do experimento, € 0s
demais grupos foram eutanasiados ap6s as quatro semanas de tratamento com o
suplemento.

A eutanasia foi realizada por meio de dose excessiva de anestésicos, com 0s
valores trés vezes maiores do que usada na anestesia normal (0,1 ml/100g de peso
do animal) por meio de inje¢des intra-musculares, de Cloridrato de Xilazina
(Anasedan®) associada a Cloridrato de ketamina (Dopalen®).

Dos animais eutanasiados foram retirados os seguintes musculos: masseter
(porgao superficial) e digastrico (ventre anterior) dos quais foram retiradas amostras
que foram usadas nas técnicas de histoquimica, para reacées de m-ATPase, NADH-
TR e HE.

4.5 Processamento Histoldgico

As amostras foram submetidas as técnicas de histoquimica e morfometria,
para verificar se ocorreram modulagées ou alteragdes nas areas dos diferentes tipos
de fibras que formam estes musculos, e passaram pela metodologia descrita a

seguir.

4.5.1 Congelamento

As amostras foram mantidas a temperatura ambiente por 15 minutos
(KHAN,1977), a seguir os blocos foram reduzidos a cilindros de aproximadamente 8
mm de comprimento por 3 mm de espessura. Os fragmentos foram envoltos em

talco cirdrgico e imersos em nitrogénio liquido durante 2 minutos aproximadamente,
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até cessar a efervescéncia (WERNECK, 1981). As amostras congeladas foram
armazenadas em um freezer a -80°C até o momento de serem submetidas as

reacoes histoquimicas.

4.5.2 Obtencao dos cortes congelados

A obtencdo dos cortes histolégicos seguiu a metodologia de Pullen (1977),
onde amostras congeladas foram mantidas por uma hora na camara de um criostato
a —20° C. Apods esse tempo, os blocos cilindricos de tecido muscular congelado
foram fixados aos suportes metélicos, por meio de adesivos especiais chamados de
O.C.T. (“Optimal Critical Temperature”). Dos blocos foram obtidos cortes de 12 um

de espessura no criostato marca Leica — Modelo CM 1850 (figura 7).

Figura 7 - Criostato marca Leica — Modelo CM 1850 utilizado para obtengao dos cortes congelados

4.5.3 Técnicas de histoquimica e morfometria

Os cortes foram submetidos:
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a) a coloragdo de Hematoxilina e Eosina, conforme metodologia descrita por
Behmer (1976) para descricdo e observagdao da morfologia geral e também para
verificacao do padrao de congelamento do tecido muscular.

b) as reacdes para Adenosina Trifosfato Miofibrilar (m-ATPase), em pH 9,4 de
acordo com Padykula e Herman (1955), com pré-incubagao alcalina em pH de 10,3
e a acida em pH 4,35, conforme descrigdo de Brooke e Kaiser (1970).

Nas reacoes de mATPAse os diferentes tipos de fibras sdo classificados
quanto a velocidade de contracdo das mesmas. As fibras S (slow — lentas), por
serem &cido estavel, apresentam-se com coloragéo escura em pH acido. Ja& em pH
alcalino sua coloragdo se torna mais clara. A fibras F (fast — rapidas), por serem
alcalina estavel, apresentam-se com coloragéo escura em pH alcalino. J& em pH
acido sua coloragao se torna mais clara.

c) a reacao de Nicotinamida Adenina Tetrazélio Reductase (NADH-Tr), foi
realizada segundo a metodologia de Pearse (1968), modificada por Dubowitz e
Brooke (1973).

A reacao de NADH-Tr determina a quantidade de mitocéndrias presentes nas
fibras musculares. Quando a fibra apresenta grande quantidade de mitocéndrias, a
reacdo é mais intensa, e a coloracdo apresenta-se mais escura e as fibras sao
classificadas como O (oxidativas). Nas fibras em que a quantidade de mitocéndrias é
reduzida, a coloracao apresenta-se mais clara e as fibras sao classificadas como G
(glicolitica). Podendo também ter uma quantidade intermediaria de mitocondrias e
serem classificadas como oxidativas e glicoliticas.

Unindo-se os dois tipos de reacdes obtém-se os seguintes tipos de fibras: FG,
FOG e SO.

Com auxilio de um fotomicroscopio Olympus BX 50 (figura 8) foram identificados
campos idénticos, obtidos das laminas resultantes das reagbes de m-ATPase e
NADH-Tr, de cada amostra muscular. De posse destes campos as fibras foram
classificadas de acordo com Peter et al. (1972) e as suas frequéncias foram
calculadas. Apds a classificagéo das fibras, as areas das mesmas foram calculadas
com auxilio do programa de analise de imagem Image Pré-Plus - versdo 6.2.
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Figura 8 — Microscépio 6ptico (Olympus BX 50) com camera fotografica (Olympus DP-71)
acoplada e monitores para analise e morfometria das imagens.

4.6 Metodologia para Tomada das Medidas Craniométricas do Cranio Macerado

Ap6s a eutandsia e retirada das amostras musculares os animais foram
decapitados, os cranios foram identificados e submetidos a maceracdo em agua

corrente para posterior tomada das medidas craniométricas.

Ap6s a maceragao, os seguintes pontos (figura 9) e medidas craniométricas
(figura 10) foram levadas em consideragao:

Pontos de referéncia craniométrica

Bésio (Ba) Ponto mais postero-interior da margem anterior do forame
magno

Occiptal (Oc) Ponto mais posterior da crista occiptal externa

Ponto A (A) Extensdo mais posterior da concavidade na face anterior da
pré-maxila

Ponto CW Ponto mais medial na face lateral do osso temporal direito e

esquerdo posteriormente ao processo zigomatico

Ponto MW Extensdo mais lateral da maxila direita e esquerda anterior

a0 processo zigomatico

Ponto VA Ponto mais superior na superficie ectocranial do neurocranio

anterior

56
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Vertex (Vi)

Ponto mais superior na superficie do neurocranio posterior

Ponto PPP Extensdo mais posterior do processo horizontal do osso
palatino
Ponto ISS Ponto central da sincondrose interesfenoidal no plano sagital

mediano

Prostion (Pr)

Extensao mais anterior da crista alveolar vestibular da maxila

no plano sagital mediano

Ponto Mx

Superficie mais lateral dos molares superiores na sua jungao

com o rebordo alveolar

Infradental (ld)

Extensao mais anterior da crista vestibular da mandibula no

plano sagital mediano

Ponto MMxM Interseccdo do rebordo maxilar e face mesial do primeiro
molar

Ponto DMxM Interseccéo do rebordo maxilar e face distal do terceiro molar

Ponto MMnM Interseccdo do rebordo mandibular e a face mesial do
primeiro molar

Ponto DMnM Interseccé@o do rebordo mandibular e a face distal do terceiro
molar

Gonio (Go) Ponto mais posterior do contorno 6ésseo do angulo gonial da
mandibula

Condilo (Co) Ponto mais superior-posterior do condilo mandibular

Céndilo S (CoS) | Ponto mais superior do condilo mandibular

Ponto MR Porcéo mais inferior da mandibula na regiao massetérica

Ponto Cr Ponto mais superior no processo corondide da mandibula

Os pontos seguiram a metodologia empregada por Barret e Harris (1993), que

estdo representados no esquema que segue.
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Figura 9 — Esquematizagéo dos pontos craniométricos utilizados como base para tomadas das
medidas (BARRET; HARRIS, 1993).

Seguindo a mesma metodologia citada, os pontos craniométricos serviram de

base para medidas lineares:

Medidas antero-posterior
1-comprimento mandibula - Co - Id

2- comprimento total do crénio - OC - A
3- comprimento facial - PPP - PR

4- comprimento da base do cranio - Ba - ISS

Medidas latero-laterais

5- largura do palato - MW - MW
6- largura do cranio - CW - CW
7- largura zigomatica - Z1 - Z2

Medidas verticais
8- altura do ramo mandibular - Cés - MR
9- altura da face média - VA - DMxM
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Figura 10 — Demonstragdo das medidas craniométricas tomadas de cada cranio macerado.

4.7 Tratamento estatistico

Para comparagao entre os grupos e géneros os dados foram submetidos ao
teste de analise de varidancia (ANOVA) a dois critérios, seguido pelo teste de
comparacoes multiplas (Tukey) quando o primeiro apresentava diferenga estatistica
significativa entre os grupos.

Para comparagdo entre os tipos de fibras (FG, FOG e SO) no musculo
digastrico foi utilizado o teste de andlise de varidncia (ANOVA) para medidas
repetidas. Para comparacao das fibras (FG e FOG) do musculo masseter o teste t
pareado foi utilizado.

Os dados referentes as medidas craniométricas foram submetidos a Analise
de variancia a dois critérios e teste de Tukey.

Para todas as analises, valores de P<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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Os dados apresentados inicialmente (pesos dos animais e quantidade de

racado ingerida) ndao fazem parte dos objetivos da pesquisa, mas podem apresentar

alguma relagdo com os dados obtidos da area das fibras.

5.1 Peso dos animais

Os animais foram pesados no inicio e no final do experimento, a fim de obter

dados quantitativos sobre o ganho de peso. Ap6s analise estatistica, os resultados

mostraram que ndo ocorreu diferenca significativa entre os grupos e géneros. Os

dados estdo demonstrados na tabela 1.

Tabela 1 — Comparagéo do peso dos animais nos diferentes grupos.

Grupos Geénero Peso Inicial (g)

Peso Final (g) Ganho (g) Ganho (%)

Macho
GClI X
Fémea
Macho
GCP A
Fémea
Macho
GE A
Fémea
Macho
GEA
Fémea

209,2
159,4
230,8
154,1
227,6
157,3
228,6
158,8

288, 1
182,1
275,0
178,0
290,1
193,8

57,3
28,0
47,4
20,7
61,5
35,0

19,9
15,3
17,3
11,6
21,2
18,1

5.2 Quantidade de racao ingerida

Os animais do GCP serviram de controle para a quantidade de racao dada ao

GE, a fim de estabelecer uma relagdo sem varidveis da quantidade de ciclo
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mastigatério de um grupo para outro, tendo a seguranca de limitar o viés, e
conseguir analisar o efeito isolado do HMB sobre 0os musculos masseter e digastrico,
que estdo intimamente ligados a mastigacdo. Para isso o GE consumiu a mesma
quantidade de racao ingerida pelo GCP no dia anterior. J4 0 GEA teve a alimentacao
sem restricdo, para assim avaliar o efeito do exercicio da mastigagao associado ao
uso do HMB.

A partir dos dados obtidos, a andlise estatistica mostrou que a quantidade de
racao ingerida pelos machos foi significantemente maior do que a ingerida pelas
fémeas. Além disso, o consumo pelo GEA foi significantemente maior quando
comparado aos demais grupos. Os dados referentes a alimentacdo dos machos e

das fémeas estao demonstrados nos graficos 1 e 2, respectivamente.

250
200 —mm— —————
—
& 150
:é’ —GCP
-
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Grafico 1 — Comparagéo da quantidade de racao ingerida semanalmente pelos ratos machos entre os

grupos.
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Gréfico 2 — Comparagéao da quantidade de racao ingerida semanalmente pelas ratas fémeas entre os

grupos.
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5.3 Caracterizacao morfologica das fibras submetidas a coloracao em HE

Nas observacdes histologicas em cortes transversais pbde-se observar o
padréo fascicular normal em ambos os musculos, com a arquitetura histolégica
organizada pela presenca dos envoltdrios conjuntivos, perimisio e endomisio
delimitando cada fasciculo e fibra muscular, respectivamente. As fibras
apresentaram formato poligonal caracteristico, com nucleos periféricos. O padrao
descrito acima foi semelhante entre os géneros. Além disso, as reagbes em HE
foram utilizadas para observar o nivel do congelamento das amostras musculares

(figura 11).

- -

- -

Figura 11 — Fotomicrografia do muasculo digastrico de ratos machos corados em HE. Sendo A) GCl;
B) GCP; C) GE; D) GEA.
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5.4 Classificacao e morfometria das fibras musculares

Musculos Masseter e Digastrico

Para analise dos dados referentes a area e a frequéncia dos tipos de fibras
musculares, observou-se primeiramente o desenvolvimento do animal no decorrer
do experimento, por meio da comparagdo entre os grupos GCl e GCP. A seguir
compararam-se o0s grupos GCP, GE e GEA para observar o efeito da

suplementacao do HMB e da quantidade de alimentos ingeridos (ciclo mastigatoério).

Musculo Masseter

Os resultados das reagdes histoenzimoldgicas do musculo masseter foram
semelhantes entre 0s grupos e géneros, e estao representados na figura 12.
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pH alcalino (10,3)

A

pH acido (4,35) NADH

o

Figura 12 - Fotomicrografia dos misculos masseter de ratos fémeas submetidos as reagdes de
mATPase e NADH. A-C:GCI;D-F: GCP; G-1I: GE; J — L: GEA. Sendo 1= FG e 2= FOG.

Os dados sobre a frequéncia dos diferentes tipos de fibras no musculo
masseter, dos géneros macho e fémea estdo representados nas Tabelas 2 e 3,

respectivamente.



FOB/USP | 68
5 RESULTADOS

Tabela 2 — Comparagéo da percentagem dos tipos de fibras musculares entre os grupos no musculo
masseter de ratos machos.

% FG % FOG
Grupos
Média D.P. Média D.P.
GClI 30,72%° 5,54 69,28% 5,54
GCP 34,832 5,51 65,172 5,51
GE 24,55 4,64 75,45 4,64
GEA 23,52° 2,75 76,48° 2,75

Comparagao vertical (percentagem do mesmo tipo de fibra entre os grupos).
Letras iguais indicam que nao apresentam diferenga estatisticamente significativa.

Os dados apresentados na tabela acima mostram que:
a) Nota-se que n&o ha a presencga de fibras do tipo SO no musculo masseter.
b) Durante o desenvolvimento dos animais (entre GCl e GCP).

- Nao ocorreu alteragao na frequéncia de nenhum dos tipos de fibras.
c) Efeito da suplementacdo do HMB e quantidade de alimentos ingeridos.

- Entre os grupos em que houve a suplementacdo de HMB (GE e GEA) os
dados nédo apresentaram diferenca estatistica entre eles;

- Na comparacao entre os grupos experimentais com o GCP, ocorreu uma
diminuig&o de fibras FG e um aumento de fibras do tipo FOG.

Tabela 3 — Comparagao da percentagem dos tipos de fibras musculares entre os grupos no masculo
masseter de ratas fémeas.

% FG % FOG
Grupos
Média D.P. Média D.P.
GCl 27,3% 4,18 72,69%° 4,18
GCP 31,072 4,56 68,932 4,56
GE 26,36 2,66 73,64 2,66
GEA 23,64° 2,37 76,36° 237

Comparagéo vertical (percentagem do mesmo tipo de fibra entre os grupos).
Letras iguais indicam que ndo apresentam diferenga estatisticamente significativa.
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Os dados das frequéncias dos diferentes tipos de fibras no musculo masseter
dos animais do género feminino apresentaram um comportamento semelhante ao do

masculino.

Os dados sobre a area dos diferentes tipos de fibras no madsculo masseter,
dos géneros macho e fémea estdo representados nas Tabelas 4 e 5,

respectivamente.

Tabela 4 — Comparacao entre as areas (pmz) das fibras musculares entre os grupos no musculo

masseter de ratos machos.

FG FOG
Grupos
Média D.P. Média D.P.
GClI 1121,442 215,17 908,112 118,78
GCP 1643,17° 185,76 1186,23° 130,63
GE 1625,06° 346,59 1212,52° 206,70
GEA 1898,55° 305,99 1346,47° 177,10

Comparagéo vertical (percentagem do mesmo tipo de fibra entre os grupos).
Letras iguais indicam que nao apresentam diferenga estatisticamente significativa.

Os dados apresentados na tabela acima mostram que:
a) Durante o desenvolvimento dos animais (entre GCl e GCP).

- Houve um aumento na area dos tipos FG e FOG.
b) Efeito da suplementacao do HMB e quantidade de alimentos ingeridos (GCP, GE
e GEA).

- Tanto a area das fibras dos tipos FG quanto as do tipo FOG nao
apresentaram diferengas significativas estatisticamente entre os grupos.
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Tabela 5 — Comparagéo da area (um?) das fibras musculares entre os grupos no musculo masseter
de ratas fémeas.

FG FOG
Grupos
Média D.P. Média D.P.
GClI 1053,05% 124,04 825,522 118,66
GCP 1487,68° 332,77 1153,77° 227,38
GE 1606,35° 191,80 1225,46° 162,15
GEA 1528,66° 254,77 1148,23° 193,59

Comparagéo vertical (percentagem do mesmo tipo de fibra entre os grupos).
Letras iguais indicam que nao apresentam diferenga estatisticamente significativa.

Os dados das areas dos diferentes tipos de fibras no musculo masseter dos
animais do género feminino apresentaram um comportamento semelhante ao do

masculino.

Musculo Digastrico

Os resultados das reacdes histoenzimolégicas do musculo digastrico foram

semelhantes entre 0s grupos e géneros, e estao representados na figura 13.
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Figura 13 - Fotomicrografia dos musculos digastrico de ratos machos submetidos as reag¢des de
mATPase e NADH. Sendo, A — C: GCI; D—-F: GCP; G - I: GE; J — L: GEA. Sendo 1 = Fibras do tipo
FG; 2 = fibras do tipo FOG e 3 = fibras do tipo SO.

Os dados sobre a percentagem dos diferentes tipos de fibras no musculo
digastrico dos géneros macho e fémea estao representados nas Tabelas 6 e 7,

respectivamente.



FOB/USP
5 RESULTADOS

Tabela 6 — Comparagao da percentagem dos tipos de fibras musculares entre 0s grupos no musculo
digastrico de ratos machos.

% FG % FOG % SO
Grupos
Média D.P. Média D.P. Média D.P.
GClI 21,272 3,44 70,912 2,87 7,822 4,58
GCP 19,372 217 76,65° 3,98 3,08° 277
GE 23,252 3,47 76,30° 3,27 0,45° 0,79
GEA 20,712 4,28 77,47° 3,74 1,82° 265

Comparagéo vertical (percentagem do mesmo tipo de fibra entre os grupos).
Letras iguais indicam que ndo apresentam diferenga estatisticamente significativa.

Os dados apresentados na tabela acima mostram que:
a) Durante o desenvolvimento dos animais (entre GCl e GCP).

- A percentagem das fibras FG nao se alterou, a das fibras do tipo FOG
aumentou e as do tipo SO diminuiu.
b) Efeito da suplementacdo do HMB e quantidade de alimentos ingeridos (GCP, GE
e GEA)

- Nao houve alteracéo na percentagem de nenhum dos tipos de fibras.

Tabela 7 — Comparagao da percentagem dos tipos de fibras musculares entre os grupos no musculo

digastrico de ratos fémeas.

% FG % FOG % SO
Grupos
Média D.P. Média D.P. Média D.P.
GClI 21,362 9,42 72,162 4,40 6,482 515
GCP 17,122 3,08 80,68° 1,99 2,20° 1,87
GE 21,342 4,88 76,16° 3,02 2,50° 2,95
GEA 20,742 3,40 77,78° 4,29 1,48° 1,73

Comparagao vertical (percentagem do mesmo tipo de fibra entre os grupos).
Letras iguais indicam que nao apresentam diferenga estatisticamente significativa.

72
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Os dados da tabela acima mostram que o0s animais do género feminino
apresentaram um comportamento semelhante ao do masculino, quanto a
percentagem dos diferentes tipos de fibras

Os dados sobre a area dos diferentes tipos de fibras no musculo digastrico,
dos géneros macho e fémea estdo representados nas Tabelas 8 e 9,

respectivamente.

Tabela 8 — Comparagéo da area (um?) das fibras musculares entre os grupos no misculo digastrico

de ratos machos.

FG FOG SO

Grupos
Média D.P. Média D.P. Média D.P.

GClI 1123,92* 191,82  803,30° 108,59 660,47% 382,67
GCP 1656,12° 229,27 1076,93° 110,03 992,03 121,76
GE 1749,52° 201,98 1148,41° 129,16 400,85 631,14
GEA 1402,08% 130,01 977,44° 92,50 961,112 172,25

Comparagao vertical (percentagem do mesmo tipo de fibra entre os grupos).
Letras iguais indicam que nao apresentam diferenga estatisticamente significativa.

Os dados apresentados na tabela acima mostram que:
a) Durante o desenvolvimento dos animais (entre GCl e GCP).

- Ocorreu um aumento das areas das fibras dos tipos FG e FOG com o
aumento da idade.
b) Efeito da suplementacédo do HMB e quantidade de alimentos ingeridos (GCP, GE
e GEA)

- Nos animais dos grupos que consumiram a mesma quantidade de racao
(GCP e GE) nao ocorreu diferenga em nenhum dos tipos de fibras;

- Entre os grupos que receberam a suplementacdo de HMB (GE e GEA)
ocorreu uma diminui¢do na area tanto das fibras do tipo FG como nas do tipo FOG.
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Tabela 9 — Comparacdo da area (um?) das fibras musculares entre os grupos no misculo digastrico

de ratos fémea.

FG FOG SO
Média D.P. Média D.P. Média D.P.
GClI 1046,262 208,50 791,932 203,43 515,87% 357,29
GCP 1613,00° 259,55 1093,13° 140,01 761,77% 387,38
GE 1567,66° 473,59 1059,93° 189,19 900,028 179,59
GEA 1346,02* 194,80 915,54° 90,22 730,992 151,85

Comparagéo vertical (percentagem do mesmo tipo de fibra entre os grupos).
Letras iguais indicam que ndo apresentam diferenga estatisticamente significativa.

Grupos

Os dados da Tabela acima mostram que os animais do género feminino
apresentaram um comportamento semelhante ao do masculino, quanto a area dos

diferentes tipos de fibras.

Comparacao Masseter x Digastrico

Tabela 10 — Demonstragdo da percentagem dos diferentes tipos de fibras entre os musculos nos

ratos machos.

% FG % FOG % SO
Média DP Média D.P. Média DP
Masseter 30,72 5,54 69,28 5,54 - B

Grupo Mdsculo

acl Digastrico 21,27 3,44 70,91 2,87 7,82 4,58

GOP Masseter 34,83 5,51 65,17 5,51 - -
Digastrico 19,37 2,17 76,65 3,98 3,98 2,77

GE Masseter 24,55 4,64 75,45 4,64 - -
Digastrico 23,25 3,47 76,30 3,27 0,45 0,79

GEA Masseter 23,52 2,75 76,48 2,75 - -

Digéastrico 20,71 4,28 77,47 3,74 1,82 2,65
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Tabela 11 — Demonstragédo da percentagem dos diferentes tipos de fibras entre os musculos nos
ratos fémeas.

Grupo  Masculo % FG % FOG % SO
Média DP Média D.P. Média DP
ol Masseter 27,31 4,18 72,69 4,18 - -
Digastrico 21,36 9,42 72,16 4,40 6,48 5,15
Masseter 31,07 4,56 68,93 4,56 - -
Gep Digastrico 17,12 3,08 80,68 1,99 2,20 1,87
Masseter 26,36 2,66 73,64 2,66 - -
GE Digastrico 21,34 4,88 76,16 3,02 2,50 2,95
Masseter 23,64 2,37 76,36 2,37 - -

GEA Digastrico 20,74 3,40 77,78 4,29 1,48 1,73
Tabela 12 — Demonstragdo da area dos diferentes tipos de fibras entre os musculos nos ratos
machos.

Grupo Musculo - FG . .FOG .- SO

Média DP Média D.P. Média DP

Masseter 1121,44 215,17 908,11 118,78 - -

acl Digastrico 1123,92 191,82 803,30 108,59 660,47 382,67
Masseter 1643,17 185,76 1186,23 130,63 - -

Gep Digastrico 1656,12 229,27 1076,93 110,083 992,03 121,76
Masseter 1625,06 346,59 1212,52 206,70 - -

GE Digastrico 1749,52 201,98 1148,41 129,16 400,85 631,14
Masseter 1898,55 305,99 1346,47 177,10 - -

GEA Digastrico 1402,08 130,01 977,44 92,50 961,11 172,25
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Tabela 13 — Demonstragao da area dos diferentes tipos de fibras entre os musculos nos ratos

fémeas.
Grupo  Musculo FG FoG S0
Média DP Média D.P. Média DP

ol Masseter 1053,05 124,04 825,52 118,66
Digéstrico 1046,26 208,50 791,93 203,43 515,87 357,29
Masseter 1487,68 332,77 1153,77 227,38

Gep Digéstrico 1613,00 259,55 1093,13 140,01 761,77 387,38
Masseter 1606,35 191,80 1225,46 162,15

GE Digéastrico 1567,66 473,59 1059,93 189,19 900,02 179,59
Masseter 1528,66 254,77 1148,23 193,59

GEA Digastrico 1346,02 194,80 915554 90,22 730,99 151,85

Comparacao Macho x Fémea

Tabela 14 — Demonstragdo da percentagem dos tipos de fibras no musculo masseter entre os

géneros.

A % FG % FOG
Grupo Género
Média DP Média D.P.
ol Macho 30,72 5,54 69,28 5,54
Fémea 27,31 4,18 72,69 4,18
Macho 34,83 5,51 65,17 5,51
GCP A
Fémea 31,07 4,56 68,93 4,56
GE Macho 24,55 4,64 75,45 4,64
Fémea 26,36 2,66 73,64 2,66
Macho 23,52 2,75 76,48 2,75
GEA
Fémea 23,64 2,37 76,36 2,37
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Tabela 15 — Demonstragdo da percentagem dos tipos de fibras no mulsculo digastrico entre os

géneros.

% FG % FOG % SO
Média DP Média DP Média DP
Macho 21,27 3,44 70,91 2,87 7,82 4,58

Grupo Género

ecl Fémea 21,36 9,42 72,16 4,40 6,48 5,15
GOP Macho 19,37 2,17 76,65 3,98 3,98 2,77
Fémea 17,12 3,08 80,68 1,99 2,20 1,87
GE Macho 23,25 3,47 76,30 3,27 0,45 0,79
Fémea 21,34 4,88 76,16 3,02 2,50 2,95
GEA Macho 20,71 4,28 77,47 3,74 1,82 2,65

Fémea 20,74 3,40 77,78 4,29 1,48 1,73

Tabela 16 — Demonstragao da area dos tipos de fibras no masculo masseter entre os géneros.

FG FOG
Grupo Género
Média DP Média D.P.
aol Macho 1121,44 215,17 908,11 118,78
Fémea 1053,05 124,04 825,52 118,66
GOP Macho 1643,17 185,76 1186,23 130,63
Fémea 1487,68 332,77 1158,77 227,38
GE Macho 1625,06 346,59 1212,52 206,70
Fémea 1606,35 191,80 1225,46 162,15
Macho 1898,55 305,99 1346,47 177,10
GEA

Fémea 1528,66 254,77 1148,23 193,59




FOB/USP | 78

5 RESULTADOS

Tabela 17 — Demonstragao da area dos tipos de fibras no misculo digastrico entre os géneros.

Grupo Género FG FoG =0
Média DP Média D.P. Média D.P.

acl Macho 1123,92 191,82 803,30 108,59 660,47 382,67
Fémea 1046,26 208,50 791,93 203,43 515,87 357,29
Macho 1656,12 229,27 1076,93 110,03 992,03 121,76
Gep Fémea 1613,00 259,55 1093,13 140,01 761,77 387,38
Macho 1749,52 201,98 1148,41 129,16 1202,54 252,05
GE Fémea 1567,66 473,59 1059,93 189,19 900,02 179,59
Macho 1402,08 130,01 977,44 92,50 961,11 172,25
GEA Fémea 1346,02 194,80 91554 90,22 730,99 151,85

5.5 Crescimento e Desenvolvimento Craniofacial

Todas as medidas analisadas a partir dos cranios macerados (figura 14)

apresentaram diferenca estatistica significativa entre os géneros, onde sempre as

medidas das fémeas foram menores que dos machos.

Na comparagcdo entre 0S Qrupos,

o GCI

apresentou as medidas

significativamente menores do que os demais grupos, em ambos os géneros.
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Figura 14 — Demonstragédo dos cranios macerados para posterior tomada das medidas. Em A - Vista
superior do cranio; B - vista inferior do cranio ou basal; C - vista lateral do cranio e D - vista lateral da

mandibula.

Os dados sobre as medidas craniométricas, dos géneros macho e fémea

estao representados na tabela 18.

Tabela 18 — Comparacao das medidas craniométricas entre 0os grupos e géneros.

Grupos Género M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9
el Macho 23,422 41,812 24,587 14,75% 850 15,01 19,84 11,03 13,032
Fémea 22,14" 39,92* 2352* 13,89" 7,71* 14,67" 18,38" 10,30" 12,39"

Macho 24,82° 43,55° 24.64° 16,05° 9,52° 15,66° 22,10° 12,35° 13,64°
Gep Fémea 23,38% 40,98% 23,18% 15,11 8,39% 14,93% 20,51% 11,08% 13,14®
GE Macho 24,84° 43,60° 24,52° 16,34° 9,41° 1556° 22,37° 12,38° 13,75°
Fémea 23,16% 40,928 23,118 1517° 8,48°% 14,90% 20,46% 11,13 13,04

Macho 24,73 43,27° 24.61° 16,21° 9,32° 1562° 22,10° 12,30° 13,70°
GEA A B B B B B B B B B
Fémea 23,53 41,24% 23.20% 15,218 8548 14,83% 20,88 11,24% 13,16

Lembrando que: M1-comprimento mandibula; M2- comprimento total do cranio; M3- comprimento

Comparagao vertical (mesma medida entre 0s grupos).

a, b — Letras minusculas indicam comparagao entre machos nos diferentes grupos (vertical)

A, B — Letras maiusculas indicam comparagao entre fémeas nos diferentes grupos (vertical)
Letras iguais indicam que nao apresentam diferenga estatisticamente significativa.

facial; M4- comprimento da base do cranio; M5- largura do palato; M6- largura do créanio; M7- largura
zigomatica; M8- altura do ramo mandibular; M9- altura da face média.
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Ratos e camundongos sdao amplamente utilizados como modelo animal em
muitos estudos para investigar fungdo, hipertrofia e atrofia muscular como
substitutos para os seres humanos (ICHINOSEKI-SEKINE et al., 2012). Os ratos tém
a vantagem de serem pequenos, de facil manipulagdo e alimentacdo, e
principalmente de padronizacdo da experimentagdo. Além disso, os ratos sao
usados para varios experimentos abordando o funcionamento e a capacidade
adaptavel do sistema mastigatério (SANO et al., 2007).

A utilizacdo de ambos os géneros nesta pesquisa, foi um diferencial, pois se
pbde comparar se a resposta muscular, bem como se o desenvolvimento
craniofacial seria 0 mesmo entre machos e fémeas, frente ao uso do HMB.

Apesar da maioria dos trabalhos experimentais néo utilizar o género feminino,
por apresentar interferéncias hormonais (SILVA; CECANHO, 2009), porém alguns
pesquisadores trabalham com fémeas, como foi 0 caso de Kim e colaboradores
(2012) que analisaram o efeito do HMB sobre a sarcopenia, apenas em ratas idosas,
por ser o género e a idade que apresentam maior incidéncia da doenga nos seres
humanos.

A importancia de estudar ambos os géneros, como no caso deste trabalho,
deve-se ao fato do aumento da frequéncia das mulheres nas academias ou ginasios
de esporte, e na diferenca como eles podem reagir ao mesmo tipo de estimulo. No
uso de anabolizantes, por exemplo, as fémeas apresentam maior sensibilidade aos
anabdlicos esteroides, devido aos baixos niveis endégenos quando comparado com
ratos machos (GEBHARDT; PANCHERZ, 2003).

Estudos mostram a existéncia de mais de 200 suplementos alimentares que
prometem efeitos semelhantes ao do HMB, mas escolheu-se esta substancia para
esta pesquisa porque trabalhos cientificos mostram que apenas a creatina e o beta-
hidroxi-beta-metilbutirato (HMB) realizavam os efeitos prometidos (NISSEN; SHARP,
2003). Outro motivo é que o uso do HMB na dose de 3g/dia nao influencia a
testosterona urinaria, mantendo os niveis de epitestosterona normais (SLATER,;
Jenkins, 2000). Tal fato ndo qualifica o HMB como administragdo exdgena de

testosterona ou de precursor desta, ndo sendo assim considerado substancia a ser
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barrada pelo doping. Além disso, o Comité Olimpico qualifica o HMB como
substancia legal (ALVARES; MEIRELLES, 2008).

Com relacao ao efeito do HMB no ganho de peso, nesta pesquisa esta
substancia nao produziu diferencas estatisticas significativas entre os grupos
controle e experimentais, de maneira semelhante ao encontrado por outros
pesquisadores (GERLINGER-ROMERO et al., 2011). Hao et al. (2011) que
trabalharam com ratos jovens e adultos, normais e submetidos a imobilizagéo,
também observaram que nao ocorreu diferenga corporal entre os animais dos dois
grupos no periodo experimental.

A literatura mostra estudos sobre o efeito do HMB nos musculos de animais
em crescimento (MOORE; FERKET; MOZDZIAK, 2005), na musculatura de seres
humanos acometidos por varias doencas (AVERSA et al.,, 2011; ZANCHI et al.,
2011), em seres humanos jovens (ROWLANDS; THOMSON, 2009; PORTAL et al.,
2011) e idosos (HSIEH et al., 2010; FITSCHEN et al., 2012) que nao praticavam
atividades fisicas e passaram a pratica-las simultaneamente associado ao uso desta
substancia. Apesar disso a literatura consultada apresenta poucos dados sobre o
efeito do HMB na musculatura de animais jovens que levam uma vida normal sem
praticar exercicios como foi 0 caso deste estudo, o que dificulta a descricdo deste
capitulo.

As laminas coradas com HE foram usadas para observar o nivel do
congelamento das amostras musculares, que nesta pesquisa mostraram que esta
metodologia conservou bem as estruturas musculares, onde se pode notar o
contorno bem definido das fibras musculares, posicdo do nucleo e auséncia de
cristais de gelo. Tais imagens foram semelhantes as encontradas na literatura
(GARCIA et al., 2010).

Os musculos esqueléticos apresentam uma composicao heterogénea de tipos
de fibras que apresentam diferentes propriedades fisiologicas (KAWAI et al., 2010),
que ndo sao imutaveis. As fibras musculares tém a capacidade de se adaptar, de
acordo com a demanda funcional, e mudar de um tipo de fibra para outro (ROY;
BALDWIN; EDGERTON, 1991; PETTE, 2002). Além disso, a composi¢ao do tipo de
fiora de determinado musculo esta relacionada com sua atividade diaria
(LANGENBACH et al., 2008).

Tanto o masseter quanto o ventre anterior do digastrico usados nesta

pesquisa apresentam uma heterogeneidade na composicdo do tipo de fibra. Esta



FOB/USP | 85
6 DISCUSSAO

heterogeneidade pode refletir a fungao do musculo e demonstrar o papel complexo
de ambos durante a fungcao mastigatoria (SANO et al., 2007).

Nos musculos da mandibula, grandes mudangas na composi¢cao do tipo de
fibora podem ser observadas, principalmente durante o desenvolvimento pés-natal
(BREDMAN et al., 1992; ANAPOL; HERRING, 2000; KORFAGE; VAN WESSEL,;
LANGENBACH, 2006).

Considerando-se os diferentes tipos de fibras presentes na regido superficial
do musculo masseter, notou-se neste trabalho, em ambos os géneros, a presenca
apenas das fibras de contracao rapida FG e FOG, coincidindo com os achados de
outros pesquisadores (SUZUKI 1977; ROKX; VAN WILLIGEN; JANSEN, 1984;
ANDREDO et al., 2005; KAWAI et al., 2007; SANO et al., 2007).

Em relagéo a area, as fibras do tipo FG foram maiores do que as do tipo FOG
no musculo masseter de todos os grupos estudados, em ambos os géneros, nesta
pesquisa, corroborando com pesquisas anteriores (KOWALEWSKI; MILTZOW,
1990; ANDREO, 2001).

Os dados deste trabalho mostraram uma tendéncia da area das fibras dos
tipos FG e FOG serem maiores no GEA do que nos animais dos demais grupos.
Desta forma, algumas duvidas persistem:

1) se 0 experimento fosse realizado por um periodo maior esta tendéncia se
tornaria diferenca estatisticamente significativa? Alguns pesquisadores tém
mencionado a necessidade de se estudar o efeito do HMB por periodos mais longos
de utilizacdo (PORTAL et al.,2010; PIMENTEL et al., 2011).

2) esta tendéncia poderia ser explicada pela maior ingestdo de ragcado e
consequentemente de uma maior quantidade de aminoacidos? Trabalhos cientificos
mostram que a disponibilidade aumentada de aminoacido resultou no aumento das
taxas de sintese de proteina muscular, tanto nos idosos e em jovem (WELLE et al.,
1994; VOLPI et al., 1998; VOLPI et al., 1999).

3) tal fato ocorreu porque os animais deste grupo comeram mais do que 0s
animais dos outros grupos, realizando maior quantidade de ciclos mastigatorio, que
poderiam ser consideradas como maior atividade fisica?

Com relagdo a frequéncia dos diferentes tipos de fibras encontradas no
musculo masseter desta pesquisa, o tipo FOG foi sempre maior do que a do tipo FG,
em ambos 0s sexos, mas estes dados nao coincidem com pesquisas anteriores
(KOWALEWSKI; MILTZOW, 1990; ANDREO et al., 2005).
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Neste estudo quando se compara o musculo masseter dos GCl e GCP nao
observou-se mudancas no perfil fenotipico das fibras. Porém com a suplementacao
do HMB, ocorreu uma alteracao das fibras do tipo FG para o tipo FOG, sugerindo
que ha uma influéncia do HMB na modulagao desses tipos de fibras.

Foram poucas as informagdes encontradas na literatura consultada sobre a
histoenzimologia das fibras do ventre anterior do musculo digastrico, o que dificulta a
discussdo dos dados deste trabalho.

No musculo digastrico, observou-se, nos animais de ambos os géneros, que
este é formado por fibras de contragéo rapida e de contracao lenta (FG, FOG e SO),
corroborando com os dados de trabalhos anteriores (BENETT; JEFFERY; WEBER,
1977; KILIARIDIS; SHYU, 1988; ANDREO et al., 2004).

Neste estudo, observou-se que as fibras de contragdo rapida apresentaram
areas maiores do que as de contracao lenta, sendo que as do tipo FG foram maiores
do que as do tipo FOG, em ambos os géneros, coincidindo com dados de Andreo et
al. (2004).

Observando-se a area das fibras de contracao rapida (FG e FOG) no musculo
digastrico, em ambos os sexos, nota-se que elas apresentaram um comportamento
diferente do que no musculo masseter, apresentando uma diminuicdo no GEA. Tal
fato poderia ser explicado porque estes tipos de fibras estdo melhores adaptados
para producao de forca e que no ventre anterior do musculo digastrico elas seriam
menos solicitadas por ele ser um abaixador da mandibula enquanto que o masseter
€ um elevador da mandibula?

Com relacao a percentagem dos diferentes tipos de fibras encontradas no
musculo digastrico dos animais desta pesquisa, notou-se que as fibras de contracao
rapida foram predominantes e entre elas as do tipo FOG foram encontradas com
maior frequéncia.

Durante o desenvolvimento normal, neste trabalho, o musculo digastrico
apresentou uma mudanga na composi¢cao de suas fibras, com um aumento de fibras
do tipo rapidas e diminuigédo de fibras lentas. Sugere-se que a mudancga dos tipos de
fibras ocorreu entre fibras FOG e SO, ja que a percentagem de fibras do tipo FG
permaneceu a mesma.

Nos demais grupos estudados nao se observaram diferencas entre eles, nas

frequéncias dos diferentes tipos de fibras. Estas observagdes sugerem que, no
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periodo de suplementagdo, o HMB nao interferiu na modulacao dos tipos de fibras.
Tais fatos puderam ser observados com os animais de ambos 0s géneros.

Com relagdo ao desenvolvimento craniofacial os dados mostraram que as
medidas no género masculino sdo sempre maiores do que as do feminino,
coincidindo com os dados de Ingerslev e Solow (1975).

Os dados desta pesquisa mostraram que o uso do HMB nao interferiu em
nenhuma das medidas que avalia o crescimento craniofacial em nenhum dos
géneros. Na literatura consultada nao foram encontrados trabalhos estudando o
efeito de suplementos nutricionais no desenvolvimento craniofacial, o que
inviabilizou a discussdo dos dados deste trabalho. Os dados que mais se
aproximaram foram de Barret e Harris (1993), que usaram anabolizantes e
observaram um crescimento excessivo do esqueleto cefdlico, mas deve ser
lembrado que o HMB néo é anabolizante o que dificulta a comparagéao dos dados.

Varios trabalhos mostram o efeito dos musculos da mastigacdo sobre o
desenvolvimento craniofacial (IWABUCHI, 1975; MIURA, 1988; MATSUYUKI;
KITAHARA; NAKASHIMA, 2006). Como nesta pesquisa o0 uso do HMB nao mostrou
efeito positivo ou negativo sobre a area dos diferentes tipos de fibras dos musculos
da mastigacao, que esta relacionada com a producéo de forca, e nem nas medidas
que avaliaram o crescimento craniofacial, estes dados permitem sugerir a existéncia

desta relacao (forca dos musculos da mastigacdo X desenvolvimento craniofacial).
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7 CONCLUSAO

Baseados nos dados deste trabalho julga-se poder concluir que o uso
diario de 0,3g/kg de HMB, por quatro semanas:

a) ndo provocou alteragdes morfoldgicas e histoenzimoldgicas nas fibras
dos musculos da mastigagao;

b) demonstrou resultados semelhantes entre os musculos elevadores e
abaixadores da mandibula;

c) ndo provoca alteragbes no desenvolvimento e crescimento do
esqueleto craniofacial;

d) mostrou que a falta de resultados positivos de alteracbes nos
musculos da mastigacdo e no crescimento craniofacial sugere existir uma
relacéo entre eles;

e) os resultados sobre os componentes do sistema estomatognatico

foram semelhantes nos individuos de ambos os géneros.
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ANEXO A — Comité de Etica

_ Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Odontologia de Bauru

v i / Al. Dr. Octavio Pinheiro Brisolla, 9-75 — Bauru-SP — CEP 17012-901 — C.P. 73
y “‘ PABX (0XX14)3235-8000 — FAX (0XX14)3223-4679

Comissdo de Ftica no Ensino e Pesquisa em Animais
Fone: (14)3235-8356
e-mail: mferrari@fob.usp.br

CEEPA-Proc. N© 009/2011

Bauru, 28 de junho de 2011.

Senhor Professor,

O projeto de pesquisa encaminhado a esta Comissdo de Etica no Ensino e Pesquisa em
Animais, denominado Efeito do B-hidroxi- B-metilbutirato (HMB) sobre os musculos
da mastigacdo e desenvolvimento e crescimento craniofacial de ratos, de autoria de
Leticia Rossi Daré, foi enviado ao relator para avaliacdo e considerado APROVADO em
reunido desta Comissdo realizada no dia 21 de junho de 2011.

Solicitamos que ao final da pesquisa seja enviado, para avaliagao desta Comissdo, um
Relatério com os resultados obtidos para andlise ética e emissao de parecer final, o
qual podera ser utilizado para fins de publicagdo cientifica.

Atenciosamente,

. o . . . .
Presidente da Comissdo de Etie)a no Ensino e Pesquisa em Animais

Prof. Dr. Jesus Carlos Andreo
Docente do Departamento de Ciéncias Bioldgicas
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