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RESUMO 

 

Atualmente está aumentando o número 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 atenção porque muito pouco é conhecido sobre a segurança 

ou eficácia destes produtos, e apenas 14% dos usuários buscam orientações com 

profissional da saúde sobre o uso destas substâncias. Dos mais de 200 suplementos 

que prometem estes efeitos apenas as suplementações de creatina HMB produzem 

os resultados prometidos, e o Comitê Olímpico qualifica o uso do HMB como legal. 

Embora a literatura atual mostre os benefícios no uso da suplementação com HMB, 

são poucas as informações sobre o seu efeito na morfofisiologia das fibras 

musculares como, por exemplo, o perfil histoenzimológico e a área dos diferentes 

tipos de fibras musculares. Baseado nestas informações pensou-se na realização 

desde trabalho para verificar se o uso de HMB provoca alterações morfológicas e 

histoenzimológicas nas fibras musculares dos músculos da mastigação; se estes 

efeitos alterariam o desenvolvimento e crescimento do esqueleto craniofacial; e se 

os efeitos sobre os componentes do sistema estomatognático seriam semelhantes 

nos indivíduos ambos os gêneros. Para realização deste estudo foram utilizados 58 

ratos com idade de 60 dias, 29 animais de cada gênero, distribuídos nos seguintes 

grupos: Grupo Controle Inicial (GCI) que foram sacrificados no inicio do 

experimento; Grupo Controle Placebo (GCP) que receberam o mesmo volume do 

veículo do grupo experimental, e alimentação 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 

alimentação ad libitum. Após o tratamento, foram retiradas amostras dos músculos 

digástrico (ventre anterior) e masseter (porção superficial), para análise 

histoenzimologica (m-ATPAse com pré-incubações ácida e alcalina) e retirada do 

esqueleto cefálico para tomadas das medidas craniométricas. Os dados obtidos 

foram submetidos a tratamento estatístico. Os resultados permitiram concluir que: o 

uso diário de 0,3g/kg de HMB, por quatro semanas: a) não provocou alterações 

morfológicas e histoenzimológicas nas fibras muscular dos músculos da mastigação; 

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



mandíbula; c) não provoca alterações no desenvolvimento e crescimento do 

esqueleto craniofacial; d) a falta de resultados positivos de alterações nos músculos 

da mastigação e crescimento craniofacial, sugere existiram um relação entre eles; e) 

os resultados sobre os componentes do sistema estomatognático foram 

semelhantes nos indivíduos ambos os gêneros. 

 

Palavras-chave: Músculos mastigatórios. 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 histoenzimológico 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 histoenzimológicas 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 histoenzimológicas 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

 

- FIGURAS 

 

Figura 1 - Esquematização da estrutura de um músculo esquelético e 

seus envoltórios conjuntivos........................................................ 

 

28 

 

Figura 2 - Quadro das relações das diferentes classificações das fibras 

musculares estabelecido por Myrrage (1977).............................. 

 

31 

 

Figura 3 - Caixas individuais com comedouros e bebedouros 

individuais...................................................................................... 

 

51 

 

Figura 4 - Demonstração das caixas individuais, identificadas por 

grupo............................................................................................. 

 

51 

 

Figura 5 - Demonstração dos pacotes de ração pesados separadamente 

(30g) para cada animal do GCP................................................... 

 

52 

 

Figura 6 - Demonstração da aplicação do HMB por meio de gavagem....... 52 

 

Figura 7 - Criostato marca Leica – Modelo CM 1850 utilizado para 

obtenção dos cortes congelados............................................ 

 

54 

 

Figura 8 - Microscópio óptico (Olympus BX 50) com câmera fotográfica 

(Olympus DP-71) acoplada e monitores para análise e 

morfometria das imagens.............................................................. 

 

 

 

56 

 

Figura 9 - Esquematização dos pontos craniométricos utilizados como 

base para tomadas das medidas (Barret e Harris, 1993)............ 

 

 

58 

 

   



Figura 10 - Demonstração das medidas craniométricas tomadas de cada 

crânio macerado................................................................... 

 

59 

 

Figura 11 - Fotomicrografia do músculo digástrico de ratos machos corados 

em HE......................................................................................... 

 

65 

 

Figura 12 - Fotomicrografia dos músculos masseter de ratos fêmeas 

submetidos as reações de mATPase e NADH............................. 

 

67 

 

Figura 13 - Fotomicrografia dos músculos digástrico de ratos machos 

submetidos as reações de mATPase e NADH............................. 

 

71 

 

Figura 14 - Demonstração dos crânios macerados para posterior tomada 

das medidas................................................................................. 

 

79 

 

 



- GRÁFICOS 

 

Gráfico 1 -  Comparação da quantidade de ração ingerida 

semanalmente pelos ratos machos entre os grupos.............. 

 

64 

 

Gráfico 2 - 

 

Comparação da quantidade de ração ingerida 

semanalmente pelas ratas fêmeas entre os grupos.............. 

 

 

64 



LISTA DE TABELAS 

 

 

Tabela 1 - Comparação do peso dos animais dos diferentes 

grupos..................................................................................... 

 

63 

 

Tabela 2 - Comparação da percentagem dos tipos de fibras 

musculares entre os grupos no músculo masseter de ratos 

machos.................................................................................. 

 

 

 

68 

 

Tabela 3 - Comparação da porcentagem dos tipos de fibras 

musculares entre os grupos no músculo masseter de ratas 

fêmeas................................................................................. 

 

 

68 

 

Tabela 4 - Comparação entre as áreas (µm2) das fibras musculares 

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

 

69 

 

Tabela 5 - Comparação da área (µm2) das fibras musculares entre os 

grupos no músculo masseter de ratas fêmeas...................... 

 

70 

 

Tabela 6 - Comparação da porcentagem dos tipos de fibras 

musculares entre os grupos no músculo digástrico de ratos 

machos................................................................................. 

 

 

72 

 

Tabela 7 - Comparação da porcentagem dos tipos de fibras 

musculares entre os grupos no músculo digástrico de ratos 

fêmeas.................................................................................. 

 

 

72 

 

Tabela 8 – 

 

Comparação da área (µm2) das fibras musculares entre os 

grupos no músculo digástrico de ratos machos.................... 

 

73 

 

Tabela 9 – 

 

Comparação da área (µm2) das fibras musculares entre os 

grupos no músculo digástrico de ratos fêmea........................ 

 

74 



 

Tabela 10 – 

 

 

Tabela 11 –  

 

 

Tabela 12 –  

 

 

Tabela 13 –  

 

 

Tabela 14 – 

 

 

Tabela 15 – 

 

 

Tabela 16 –  

  

 

Tabela 17 –  

 

 

Tabela 18 –  

 

Demonstração da percentagem dos diferentes tipos de 

fibras entre os músculos nos ratos machos........................ 

 

Demonstração da percentagem dos diferentes tipos de 

fibras entre os músculos nos ratos fêmeas............................ 

 

Demonstração da área dos diferentes tipos de fibras entre 

os músculos nos ratos machos............................................ 

 

Demonstração da área dos diferentes tipos de fibras entre 

os músculos nos ratos fêmeas.............................................. 

 

Demonstração da percentagem dos tipos de fibras no 

músculo masseter entre os gêneros..................................... 

 

Demonstração da percentagem dos tipos de fibras no 

músculo digástrico entre os gêneros................................... 

 

Demonstração da área dos tipos de fibras no músculo 

masseter entre os gêneros................................................... 

 

Demonstração da área dos tipos de fibras no músculo 

digástrico entre os gêneros................................................. 

 

Comparação das medidas craniométricas entre os grupos e 

gêneros.................................................................................. 

 

74 

 

 

75 

 

 

75 

 

 

76 

 

 

76 

 

 

77 

 

 

77 

 

 

78 

 

 

79 

 

 



SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO 19 

2 REVISÃO DE LITERATURA 25 

2.1 Músculo estriado esquelético 27 

2.2 Anatomia dos músculos masseter e digástrico 28 

2.3 Tipos de fibras dos músculos esqueléticos 29 

2.4 

2.4.1 

2.4.2 

2.5 

2.6 

Tipos de fibras dos músculos da mastigação e supra-hioideos 

Músculo digástrico 

Músculo masseter 

Esqueleto craniofacial 

Beta-Hidroxi Beta-metilbutirato 

31 

33 

34 

35 

38 

3 OBJETIVOS 43 

4 MATERIAL E MÉTODOS 47 

4.1 Animais  49 

4.2 Caixas e ração 49 

4.3 Administração do HMB 52 

4.4 Eutanásia e retirada das amostras musculares 53 

4.5 Processamento histológico 53 

4.5.1 Congelamento 53 

4.5.2 Obtenção dos cortes congelados 54 

4.5.3 Técnicas de histoquímica e morfometria 54 

4.6 

 

4.7 

Metodologia para tomada das medidas craniométricas do crânio 

macerado  

Tratamento Estatístico 

 

56 

59 

5 RESULTADOS 61 

5.1 Peso dos animais 63 

5.2 Quantidade de ração ingerida 63 

5.3 Caracterização morfológica das fibras submetidas à coloração 

em HE 

 

65 

5.4 Classificação e morfometria das fibras musculares 66 

5.5 Crescimento e desenvolvimento craniofacial 78 

6 DISCUSSÃO 81 



7 CONCLUSÕES 89 

 REFERÊNCIAS 93 

 ANEXOS 111 

 

 
 



 

1 INTRODUÇÃO 



FOB/USP 
1 INTRODUÇÃO 

21 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

 

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 físicas ou na 

plasticidade do corpo. Por estas razões, a popularidade do uso de suplementos 

nutricionais entre adolescentes em geral e atletas em particular, está em ascensão 

(CASTILLO; COMSTOCK, 2007; ZADIK; NEMET; ELIAKIM, 2009). 

Estas informações estão levando a indústria de suplemento nutricional a 

ganhar enorme soma de dinheiro com a venda destas substâncias que 

supostamente melhoram o desempenho físico, adia a fadiga, melhora a composição 

corporal e a aparência dos usuários (PORTAL et al., 2010), entretanto, apenas 14% 

dos usuários consultam um profissional da saúde antes de usá-los (CHLOPICKA; 

WANDAS; ZACHWIEJA, 2007), mesmo conhecendo muito pouco sobre a sua 

segurança ou eficácia (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 

substâncias para melhorar o desempenho do exercício e da composição corporal 

(MASON et al., 2001). 

Nos últimos anos, o β-hidroxi-β-metilbutirato (HMB) tornou-se um dos 

suplementos nutricionais mais populares entre aqueles que frequentam academias e 

ginásios de esporte, inclusive entre os jovens (CHLOPICKA; WANDAS; 

ZACHWIEJA, 2007). 

O HMB é um composto derivado do metabolismo da leucina, e por essa razão 

também é chamado de metabólico da leucina. Ele apresenta efeitos anabólicos da 

proteína que podem ser empregados em  tratamento de doenças que acarretam 

perda de peso, tais como câncer, síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS), 

cirurgia, e doenças crônicas, para aumentar a massa muscular magra (MAY  et al., 

2002; SMIT; MUKERJI; TISDALE, 2005) e também para aumentar a massa e/ou 

força muscular no exercício de resistência (JÓWKO et al., 2001; NISSEN; SHARP, 

2003). 
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Os primeiros estudos com HMB, realizados em animais, apontaram efeitos 

dessa substância sobre o metabolismo muscular, predominantemente, na redução 

da proteólise (OSTASZEWSKI et al., 1996). 

Kovarik et al. (2010) realizaram um estudo para observar o efeito da HMB na 

musculatura de ratos com septicemia e saudáveis. Os seus resultados mostraram 

que o tratamento com HMB não teve efeito significativo sobre o metabolismo 

proteico nos músculos esqueléticos de ratos saudáveis. Já nos animais com 

septicemia, notaram que esta substância foi eficaz e neutralizou a proteólise total do 

músculo extensor longo dos dedos (EDL), e diminuiu a proteólise miofibrilar no 

músculo sóleo, além de inibir a atividade do proteassoma neste músculo.  

Isto está de acordo com os efeitos positivos do HMB sobre o metabolismo 

proteico, descrito em condições de outras proteínas catabólicas (SMITH; MUKERJI; 

TISDALE, 2005; NUNES et al., 2008). 

A musculatura estriada pode ser expandida por mecanismos de hipertrofia ou 

hiperplasia e está relacionada com células precursoras miogênicas (JOHNSTON et 

al., 2003). 

 Sabe-se que existe uma relação entre a atividade de músculos esqueléticos 

e a morfologia e composição do osso onde ele está fixado (SHAW; STOCK, 2009). 

Acredita-se que a contração muscular tem o papel mais destacado e dinâmico na 

carga habitual do tecido ósseo (BURR, 1997; SCHOENAU; FRICKE, 2006). Um 

exemplo de profunda mudança na relação músculo-esquelética por alteração do 

recrutamento muscular pode ser observado no braço do jogador de tênis, onde a 

hipertrofia muscular leva a um aumento na densidade óssea do úmero (KANNUS et 

al., 1994).  

 Encontra-se na literatura também relatos mostrando que a paralisia 

muscular induz a diminuição da massa cortical e do trabeculado ósseo onde o 

músculo estava fixado (WARNER et al.,2006; POLIACHIK et al., 2010). 

 O aparelho mastigatório é considerado o sistema músculo-esquelético 

adequado para estudar esta relação, uma vez que a mandíbula apresenta pequeno 

peso e as forças gravitacionais que atuam nela são pequenas e, portanto pode-se 

considerar que as alterações que ocorrem no tecido ósseo são de origem das 

cargas diárias das contrações musculares (DE JONG; KORFAGE; LANGENBACH, 

2011). 
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 Vários grupos musculares inserem-se na mandíbula, mas os músculos da 

mastigação, devido as suas forças e a suas relações funcionais com este osso são 

considerados os mais atuantes na mandíbula.  

 Matic et al. (2007) e Kim et al. (2008) relatam que paralisia do músculo 

masseter resulta em atrofia do músculo e subsequentemente retardo do crescimento 

da mandíbula.  

 Outras teorias existentes sobre o crescimento craniofacial mostram uma 

relação íntima entre os músculos da mastigação e os ossos onde eles estão fixados. 

Pesquisadores sugerem que as mudanças morfológicas não seriam observadas 

apenas nas áreas adjacentes a inserção destes músculos, mas que elas ocorreriam 

em locais de crescimento que afetam o padrão de crescimento rotacional do crânio 

(CHUANG, 1995). 

A literatura consultada mostra trabalhos sobre o efeito do HMB em animais 

em desenvolvimento, em idosos, em atletas, em indivíduos com doenças, mas não 

apresenta trabalhos experimentais em jovens, principalmente quando não são 

submetidos a exercícios físicos. Ela mostra informações sobre aumento da massa 

e/ou força muscular, identificadas por meios fisiológicos ou de diagnóstico por 

imagem, mas muito pouco se sabe sobre o efeito do HMB na morfofisiologia das 

fibras musculares como, por exemplo, o perfil histoenzimológico e a área dos 

diferentes tipos de fibras musculares e no crescimento craniofacial. 

 



 

2 REVISÃO DE LITERATURA 



FOB/USP 
2 REVISÃO DE LITERATURA 

27 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Músculo Estriado Esquelético 

 

 

O sistema muscular é responsável pelo movimento do corpo, bem com suas 

partes. O músculo esquelético representa aproximadamente 40% do total da massa 

corporal (GUYTON; HALL, 2006).  

O músculo esquelético se origina de células pré-mioblásticas que se originam 

no dermatomiótomo do somito em maturação e começam a se proliferar em 

mioblastos, posteriormente, os mioblastos se proliferam e se fundem para formar os 

miotubos, que formarão as fibras musculares (STANDRING, 2010). 

O tecido muscular esquelético é composto por feixes de células longas, 

cilíndricas, multinucleadas e contendo muitos filamentos, as miofibrilas 

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). As miofibrilas são as unidades funcionais dos 

músculos e suas propriedades bioquímicas e fisiológicas são variadas, sendo um 

tecido especializado em transformar energia química em energia mecânica, ou seja, 

no movimento (FERREIRA, 2005). Para isso, são compostas de unidades chamadas 

sarcômeros, e cada sarcômero é composto por proteínas miofibrilares de miosina 

(filamento grosso) e de actina (filamento fino). Quando essas proteínas se interagem 

permite a contração do músculo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).  

O tecido muscular está organizado em grupos de feixes ou fascículos, sendo 

este conjunto de feixes envoltos por tecido conjuntivo (figura 1). A bainha de tecido 

conjuntivo que recobre todo o músculo é denominada epimísio. Do epimísio partem 

finos septos de tecido conjuntivo denominados de perimísio, que dirigem para o 

interior do músculo, separando-o em feixes e, por último o tecido conjunto invagina 

para envolver individualmente cada fibra muscular, denominado endomísio 

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; PIEDADE, 2010). As membranas de tecido 

conjuntivo são importantes, pois mantém as fibras musculares unidas, 

proporcionando que a força de contração gerada em cada fibra atue sobre o 

músculo inteiro (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). 



FOB/USP 
2 REVISÃO DE LITERATURA 

28 

 

 
Fonte: Baechle e Earle, 2008 

Figura 1 – Esquematização da estrutura de um músculo estriado esquelético e seus envoltórios 
conjuntivos. 

 

 

2.2 Anatomia dos músculos masseter e digástrico 

 

  

 Os músculos da mastigação e supra-hioídeos têm sido muito estudados, pois 

alterações na sua musculatura podem provocar doenças orais, como a disfunção 

temporomandibular, e isto provoca um impacto psico-social sobre a qualidade de 

vida do paciente (SEGU et al, 2003). 

As fibras dos músculos da mastigação diferem dos músculos do tronco e 

membros, pois apresentam uma área bem menor (STARON; HIKIDA, 1992).  

Os músculos da mastigação são compostos pelos músculos temporal, 

masseter, pterigóideo lateral e medial (RIZZOLO; MADEIRA, 2009). 

 O músculo masseter é um músculo retangular, espesso e é dividido em duas 

partes, uma superficial e outra profunda, e se estende desde o arco zigomático ao 

ramo da mandíbula, com exceção do seu processo condilar (RIZZOLO; MADEIRA, 

2009).  

 O músculo digástrico compõe um grupo denominado de supra-hióideos e 

unem o osso hióide ao crânio (RIZZOLO; MADEIRA, 2009). Possui dois ventres 

musculares, um anterior e outro posterior e situa-se abaixo da mandíbula, 
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estendendo-se desde o processo mastóide até a base da mandíbula (STANDRING, 

2010).  

 Os músculos supra-hióides são abaixadores e retrusores da mandíbula e, 

portanto, antagonistas dos músculos elevadores da mandíbula, mas auxiliam na 

mastigação (RIZZOLO; MADEIRA, 2009). 

 

 

2.3 Tipos de fibras do músculo esquelético 

 

 

O músculo esquelético é constituído por diversos tipos de fibras musculares, 

que são caracterizadas durante o desenvolvimento embrionário e posteriormente 

são moduladas por fatores neurais e hormonais (SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011). 

É de conhecimento geral, que os diferentes músculos esqueléticos de 

mamíferos variam em cor, desde quase branco até vermelho escuro, e que  nas 

várias espécies animais, alguns músculos esqueléticos contraem mais rapidamente 

que outros. Durante a última metade do século dezenove, muitos pesquisadores 

esforçaram-se para explicar estas variações, tanto na coloração como na velocidade 

de contração das fibras dos músculos esqueléticos, com base nas suas estruturas e 

funções (CLOSE, 1972). 

Ranvier (1880 apud CLOSE, 1972) observou também que: I- os músculos 

vermelhos contraiam muito mais lentamente do que os músculos brancos; II- os 

músculos vermelhos eram mais resistentes à fadiga do que os músculos brancos; III-  

músculo vermelho tinha um suprimento sanguíneo mais amplo do que os brancos. 

Mas outros pesquisadores (MEYER, 1875; KNOLL, 1891 apud CLOSE, 1972), 

observaram que alguns músculos vermelhos contraiam mais rapidamente do que 

alguns músculos brancos, desfazendo a associação de que os músculos vermelhos 

tinha sempre contração mais lenta do que os brancos. Atualmente afirma-se que 

todo músculo branco é de contração rápida, mas que nem todo músculo vermelho é 

de contração lenta. 

Com o advento de técnicas histoquímicas mais modernas, tornou possível 

localizar sistemas de enzimas, e outros constituintes químicos, em nível celular, e 

isto abriu o caminho para uma correlação direta, da atividade funcional das fibras 

individuais com a sua morfologia (DUBOWITZ; BROOKE, 1973). Algumas destas 



FOB/USP 
2 REVISÃO DE LITERATURA 

30 

 

técnicas demonstraram que a velocidade de contração 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 I e II, de acordo com a sensibilidade do 

pH, onde as do tipo I eram ácidas estáveis enquanto que as do tipo II eram alcalinas 

estáveis. Brooke e Kaiser (1970) utilizando pré-incubações (ácidas e alcalinas) 

conseguiram identificar os subtipos de fibras do tipo II, em IIA e IIB. 

Várias outras substâncias foram identificadas nas fibras musculares, dentre 

elas o succinato desidrogenase e NADH- Tr, que está relacionado diretamente com 

o metabolismo das fibras. Peter et al. (1972) utilizando a identificação da m-ATPase 

e do metabolismo, classificaram as fibras musculares em FG (fast twich glicolytic -

fibras de contração rápida e metabolismo glicolítico), FOG (fast twich glicolytic 

oxydative - fibras de contração rápida e de metabolismo glicolítico e oxidativo) e SO 

(slow twich oxydative - fibras de contração lenta e metabolismo oxidativo). 

Métodos mais modernos para classificar os diferentes tipos de fibras que 

compõem um músculo têm sido utilizados, como por exemplo, a técnica de imuno-

histoquímica para identificar a cadeia pesada da miosina. Como as diferenças na 

sensibilidade das reações de m-ATPase têm sido mostradas estar relacionada com 

a cadeia pesada da miosina, não é nenhuma surpresa a existência de uma 

correlação na classificação das fibras musculares usando-se os métodos de m-

ATPase e de imuno-histoquímica, mas este último 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 conteúdo de miosinas (KORFAGE; VAN EIJDEN, 2003). 

Como já foram identificadas várias enzimas e estruturas morfológicas nas 

fibras musculares, os autores têm sugerido várias formas de classificação das 

mesmas, usando apenas enzimas, ou misturando enzimas e estruturas anatômicas, 

mas cinco são as classificações mais usadas, que Myrhage (1977) procura 

estabelecer uma relação entre elas, e pode ser visualizada no quadro abaixo (figura 

2). Deve ser lembrado que nestas classificações as reações de imuno-histoquímica 

não foram usadas. 
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Figura 2 – Quadro das relações das diferentes classificações das fibras musculares 

estabelecido por Myrrage (1977). 
 

 

Sabe-se que os músculos são compostos por diferentes tipos de fibras, mas 

com predomínio de um tipo específico (MINAMOTO, 2005). 

O uso muscular está relacionado com a composição das suas fibras e da área 

de secção transversal das mesmas (SANO et al, 2007). Entretanto, um músculo se 

adapta dependendo da demanda funcional a que é submetido, podendo alterar a 

composição do seu tipo de fibra, ou perfil histoquímico das suas fibras (WESSEL et 

al, 2005), tais como alterações na carga mecânica, por exercícios ou imobilização 

(PETTE, 2002). Esta remodelação de seu perfil histoquímico em resposta a 

demanda funcional é denominada de plasticidade muscular (NETHERLAND et al. 

2009). 

 

 

2.4 Tipos de fibras dos músculos da mastigação e supra-hióideos 

 

 

Os tipos, o tamanho e a percentagem dos vários tipos de fibras e unidades 

motores são semelhantes entre os músculos do tronco e dos membros, que são 
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músculos somíticos ou miotômicos, mas diferem dos músculos mandibulares, que 

são músculos branquioméricos. Essas diferenças têm sido significativas, 

principalmente em humanos, e muitas vezes têm sido relacionadas às diferentes 

funções (CARLSOO, 1956; STALBERG et al.,1986), baseado em estudos 

comparativos com outros mamíferos (TAYLOR; CODY; BOSLEY, 1973; HIRAIWA, 

1978; SUZUKI, 1977; GORNIAK, 1986). 

Diversos estudos têm sido realizados nos músculos da mastigação para 

investigar as alterações que acometem a musculatura do aparelho estomatognático 

(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 músculos da mastigação, por meio da 

reação de succinato desidrogenase (SDH), em ratos, coelhos e humanos.  

Em 1984, Rokx, Van Willigen e Jansen estudaram as fibras dos músculos da 

mastigação de ratos, através das reações de m-ATPase e SDH. As fibras foram 

classificadas como FW (Fast White - rápida branca), FI (Fast Intermediate - rápida 

intermediária), FR (Fast Red - rápida vermelha) e SR (Slow Red - lenta vermelha). 

Segundo os autores os 4 tipos de fibras estavam presentes em todos os músculos 

estudados. As fibras do tipo FW localizavam principalmente na periferia, enquanto 

que as do tipo SR estavam localizadas na porção central, formando uma área 

oxidativa juntamente com as fibras do tipo FR e FI. 

Andreo (2001) estudou os músculos da mastigação de ratos submetidos ao 

alcoolismo crônico. Foram retiradas amostras dos músculos digástrico (ventre 

anterior), masseter e temporal, de ratos normais e alcoolizados, que foram 

submetidas às reações de m-ATPase, SDH e coloração de HE, para classificação 

das fibras musculares. Baseado nos resultados obtidos, concluiu que a percentagem 

e o diâmetro dos tipos de fibras são diferentes entre os músculos elevadores 

(masseter e temporal) e abaixador (digástrico - ventre anterior) da mandíbula; que 

nos músculos elevadores da mandíbula as fibras do tipo FG são as predominantes; 

que o diâmetro menor das fibras do tipo FG é semelhante entre os músculos 

elevadores da mandíbula, mas maior do que no abaixador; que o álcool teve 

influência sobre o diâmetro menor das fibras de contração rápida (FG e FOG) nos 

músculos elevadores e abaixador da mandíbula, o que não ocorreu com as fibras de 

contração lenta (SO). 
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Korfage et al. (2006) investigaram a composição do tipo de fibra de coelhos 

em desenvolvimento e notou que em animais adultos, os músculos masseter e 

digástrico apresentavam a mesma percentagem de tipos de fibras rápidas, mas 

essas fibras eram duas vezes maior no músculo masseter do que no músculo 

digástrico, podendo assim produzir maior força. 

 

 

2.4.1 - Músculo Digástrico 

 

 

Benett et al. (1977), estudando o músculo digástrico de ratos adultos e em 

crescimento, observaram dois tipos de fibras claramente distintas, onde as fibras de 

menor diâmetro apresentaram reação mais intensa que as de diâmetro maior, nas 

reações de mATPase. Segundo os autores as amostras de animais mais jovens 

sugerem que os mesmos apresentariam um único tipo de fibra muscular. 

Kiliaridis e Shyu (1988) num estudo para verificar a influência da consistência 

dos alimentos sobre os músculos da mastigação de ratos, observaram que no 

músculo digástrico a área das fibras dos tipos IIA e IIB não sofreram influência da 

consistência dos alimentos. 

Andreo et al. (1994) em estudos com macaco prego encontrou uma 

concentração elevada de fibras do tipo rápida (81,2%) e parece indicar que o 

músculo digástrico é utilizado para a aceleração e velocidade nos movimentos da 

mandíbula. 

Monemi et al. (2000) estudando o músculo digástrico de humanos observou 

que uma parte significativa do ventre posterior deste músculo apresentava fibras 

híbridas.  

Cobos, Segade e Fuentes (2002) em estudo com ratos, encontrou que o 

ventre posterior do músculo digástrico contém maior percentagem de fibras 

aeróbicas (83,4%) do que o ventre anterior (67,8%). 
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2.4.2 Músculo Masseter 

 

 

O músculo masseter é o músculo da mastigação mais estudado na literatura, 

quanto ao padrão histoquímico das fibras. 

Akagawa, Nikai e Tsuru (1983), verificaram alterações no músculo masseter 

de ratos wistar machos, induzidas pela hiperfunção, produzida pelo aumento da 

dimensão vertical. Para isso instalaram coroa metálica sobre os 1ºs e 2ºs molares 

superiores, diminuindo o espaço funcional livre. Observaram que as fibras do tipo 

FOG e SO, ou seja, que apresentam metabolismo oxidativo, sofreram alterações no 

perfil histoenzimológico nas reações do tipo SDH e fosforilase (PHR) já a partir do 

segundo dia após a colocação da coroa metálica, mas que a partir do 12º dia, esses 

tipos de fibras voltaram a apresentar o padrão semelhante ao do grupo controle. As 

fibras do tipo FG não apresentaram alterações nas reações durante todo o 

experimento. 

Kiliaridis e Shyu (1988) encontraram no músculo masseter de ratos uma 

maior frequência de fibras tipo IIB no grupo submetido a uma dieta menos 

consistente, do que no mesmo músculo dos animais com ração normal. 

Kowalewski e Miltzow (1990) estudaram as fibras do masseter de ratos, com 

idade entre 42 e 126 dias. As fibras do tipo IIB foram as mais frequentes e as que 

apresentaram maior diâmetro. As do tipo IIA apresentaram menor frequência e 

menor diâmetro. 

Tuxen e Kirkeby (1990) investigaram o masseter de várias espécies de 

animais pelo uso de métodos histoquímicos para a demonstração da mATPase 

ácido-estável e alcalino-estável. As fibras do tipo I mostraram fraca atividade de 

ATPase em pH 9.4, as do tipo IM (tipo intermediário, classificada pelos mesmos 

autores) reagem moderadamente e fibras tipo II reagem fortemente. Além disso, 

concluiu que o músculo masseter de ratos e camundongos contém somente fibras 

tipo II, e o masseter de alguns coelhos possuem quantidades iguais de fibras tipo I e 

II. O masseter de gatos e cães possuem fibras tipo I e II, com o tipo II predominando. 

O masseter de bovinos contém principalmente fibras tipo I, embora alguns indivíduos 

contenham um pequeno número de fibras tipo II. O masseter de porcos tem os tipos 
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I, II e IM. Uma das características dos músculos masseter de humanos são as fibras 

tipo IM, que são raramente vistas em outros músculos da mastigação. Segundo 

esses pesquisadores é possível, portanto, utilizar o masseter de porcos como um 

modelo animal para estudos experimentais, devido às características em comum 

com o músculo de humanos. 

Um dos fatores que altera o perfil histoquímico dos músculos da mastigação é 

a sua atividade diária, pois ela é uma fonte significativa da carga no sistema 

mastigatório (SANO et al, 2007).  

Kiliaridis (1986) e Vreeke et al. (2011) demonstraram uma diminuição na área 

de secção transversal e na alteração no tipo de fibras, causada pela redução da 

demanda funcional nos ratos alimentados com uma dieta mais líquida. 

Um estudo em coelhos de diversas idades mostrou que durante o 

desenvolvimento precoce, quando a sucção transforma-se em mastigação, os 

músculos da mastigação aumentam o seu número de fibras do tipo lento em relação 

ao número de fibras do tipo rápido (ANAPOL; HERRING, 2000; KORFAGE et al, 

2006; LANGENBACH et al, 2008). Já durante o desenvolvimento tardio, quando a 

maturação sexual é iniciada, o masseter aumenta o número de fibras do tipo rápida 

(ENGLISH et al., 1999;  EASON et al., 2000), enquanto o digástrico, que está 

envolvido na abertura da mandíbula, não mostra quaisquer alterações (KORFAGE et 

al., 2006). 

Saito et al. (2002) e Saito et al. (2004) estudando os efeitos da consistência 

da dieta sobre a alteração do fenótipo das fibras do músculo masseter de ratos, 

observaram que uma dieta mais líquida facilita o desenvolvimento de fibras do tipo 

rápida em comparação com uma dieta mais sólida. 

Assim, quando não se aplica uma força diária, os músculos também sofrem 

alterações, como no estudo de Nariyama et al. (2011) que demonstrou a que a 

deficiência de dentes alteram os músculos masseter e digástrico de ratos.  

 

 

2.5 Esqueleto Craniofacial 
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O crescimento ósseo tem sido de grande importância científica, pois é de 

grande relevância para a prática clínica, principalmente para os dentistas 

(POSWILLO, 1988). 

O esqueleto craniofacial possui um padrão diferenciado de crescimento e 

maturação (LEWIS; ROCHE; WAGNER, 1985), pois para que haja um crescimento 

harmônico da face, deve ser lembrado que a morfogênese óssea precisa alcançar o 

equilíbrio arquitetônico entre todas as partes separadas em crescimento. Isto 

significa que todas as diferentes partes se reúnem 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 

osso (isto é, a origem dos sinais reguladores do crescimento) residem no conjunto 

de tecidos moles que ligam ou desligam, aceleram ou reduzem as atividades 

histogênicas dos tecidos conjuntivos osteogênicos (ENLOW; HANS; OPPIDO, 1998). 

Com isso, o crescimento dos ossos da face e da maxila está associado ao 

desenvolvimento tanto da base do crânio quanto da mandíbula (KREIA et al., 2011). 

O desenvolvimento do sistema craniofacial ocorre em resposta às 

necessidades funcionais, e a sua ausência pode afetar o seu crescimento (KAWAI et 

al., 2010). Essas respostas às necessidades funcionais são dadas também pelos 

músculos que desempenham um papel ativo no processamento de carga contínua 

diária sobre os ossos, em especial no aparelho mastigatório (DE JONG; KORFAGE; 

LANGENBACH, 2011).  

A ação dos músculos da mastigação sobre o desenvolvimento craniofacial já 

foi observada entre indivíduos que apresentam distrofia muscular progressiva 

(IWABUCHI, 1975; MIURA, 1988, MATSUYUKI; KITAHARA; NAKASHIMA, 2006), 

em experimentos diminuindo a função muscular como, por exemplo, diminuindo a 

consistência dos alimentos (KILIARIDIS; ENGSTRÖM; THILANDER, 1985; 

KILIARIDIS; SHYU, 1988; CIOCHON; NISBETT; CORRUCCINI, 1997, RAVOSA et 

al., 2007), por intervenção cirúrgica, produzindo desnervação no músculo masseter 

(TAKAHASHI, 1988), em desdentados (ENGSTROM; HOLLENDER; LINDOVIST, 

1985), em estudos entre tamanho dos músculos da mastigação, força de mordida 

(RAADSHEER, et al., 1999); ou em trabalhos de hiperfunção destes músculos, como 

no caso de bruxismo (AHLGREN, et al., 1969; KROGSTAD,  DAHL, 1985). 
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Kiliaridis (1995) estudou a influência da musculatura da mastigação sobre o 

crescimento craniofacial e notou que a carga mecânica aumentada na mandíbula 

leva a um aumento do crescimento sutural e aposição óssea, ocasionando um 

crescimento transversal da maxila e das arcadas dentárias. 

He (2004) estudou os efeitos da alteração da função mastigatória no 

crescimento craniofacial em furões, e percebeu que no sexo feminino o crescimento 

craniofacial cessa mais rápido do que no sexo masculino. O mesmo já havia sido 

comprovado por Ingerslev e Solow (1975) que realizou um estudo cefalométrico em 

humanos e percebeu que os crânios são menores no sexo feminino do que do sexo 

masculino. Tal fato pode explicado pelas pesquisas de Schaefer et al. (2005) que 

notou que as alterações faciais no sexo masculino pode estar relacionada com um 

aumento nos níveis de testosterona na adolescência. 

Tsai et al. (2009) e Korfage et al. (2012) estudaram os efeitos da neurotoxina 

botulínica do tipo A nos músculos masseteres, que comumente são injetadas para 

fins cosméticos ou para o tratamento de bruxismo, e observaram que o músculo 

masseter atrofiou e ocasionou uma alteração de crescimento ósseo e no 

desenvolvimento craniofacial de ratos. 

A literatura consultada mostra que vários estudos sugerem uma 

interdependência entre a morfologia óssea do esqueleto cefálico e as características 

dos músculos da mastigação (BOYD et al., 1984; VAN SPRONSEN et al., 1997; 

GRÜNHEID et al., 2009), e as mais comuns são: 

- volume e perfil histoenzimológico do músculo masseter com as dimensões verticais 

na morfologia facial (BOYD et al., 1984; KILIARIDIS, 1995), onde indivíduos de face 

curta (dimensões verticais menores) apresentam este músculo com grande volume e 

o oposto é verdadeiro (KILIARIDIS, 1995); 

- aumento na função dos músculos da mastigação com o padrão de crescimento 

anterior de rotação da mandíbula, com ângulo e processos coronóide e condilar bem 

desenvolvidos. (KILIARIDIS, 1995). 

Nas últimas décadas os frequentadores de academias têm usado substâncias 

como anabolizantes e suplementos nutricionais, para melhorar a força e massa 

muscular, e a estética. 

Barret e Harris (1993) afirmam que os anabolizantes podem estimular a uma 

hiperfunção de algumas glândulas, como a hipófise, 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 suplementações 

de ácido fólico 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 força muscular, 

hipertrofia muscular, e a recuperação muscular, mas estes efeitos ainda são 

variáveis na literatura (ROWLANDS; THOMSON, 2009). 

 

 

2.6 Beta-Hidroxi Beta-metilbutirato (HMB) 

 

 

Dados mostram que 24% dos 309 usuários de 7 academias de São Paulo 

consumiam, pelo menos, um tipo de suplemento, sendo que 90% o faziam 

diariamente. Os concentrados proteicos e aminoácidos foram consumidos por 39% 

da amostra, composta, em sua maioria, por praticantes de treinamento contra-

resistência (PEREIRA et al., 2003). 

Um estudo sobre mais de 200 suplementos alimentares que prometiam 

aumento da massa livre de gordura e ganho de força durante o treinamento de 

contra-resistência, foi realizado por Nissen e Sharp (2003) que concluíram que 

apenas as suplementações de creatina e beta-hidroxi-beta-metilbutirato (HMB) 

realizavam os efeitos prometidos. 

Proteínas e aminoácidos como, por exemplo, o HMB, está entre os 

suplementos que tem se tornados mais populares ultimamente, apesar destas 

substâncias apresentarem dados clínicos limitados (PORTAL et al., 2011). 

O HMB é um derivado do aminoácido leucina, ou seja, aproximadamente 5% 

da leucina oxidada é convertida em HMB (VAN KOEVERING; NISSEN, 1992). O 

HMB pode ser produzido no fígado de animais e humanos (NISSEN et al., 2000), 

mas pode ser encontrado nos alimentos de origem animal e vegetal, como por 

exemplo, alfafa, toranja (hibridação da laranja, conhecida como grapefruit), peixe 

bagre e até mesmo no leite materno, estando também disponível 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 indivíduos com câncer (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 doenças 

que acometem a perda de massa muscular. Posteriormente a busca por ganho de 

força e potência por atletas cresceu muito (WILSON; WILSON; MANNINEN, 2008), e 

passaram a utilizar o suplemento para promover o desempenho físico e a hipertrofia 

muscular (PITTLER; ERNST, 2004). 

A literatura mostra que o HMB pode atuar sobre os músculos de várias 

maneiras: como efeito anti-catabólico em indivíduos que praticam atividades físicas, 

principalmente treinos de resistência e em indivíduos com doenças que levam a 

perda de peso; inibindo a apoptose; protegendo a integridade da membrana celular; 

ativando a proliferação e diferenciação dos miotubos e produzindo a hipertrofia 

muscular.  O resultado final do uso do HMB depende da via de ativação em que foi 

desencadeada.  

Para que atue como um componente das membranas celulares dos 

músculos, o HMB deve ser convertido em colesterol. O colesterol é 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 não têm a capacidade de produzir as quantidades de 

colesterol necessárias para estabilizar o sarcolema. Desta forma a suplementação 

de HMB pode ser eficaz na reconstrução e reparação da membrana celular 

(PORTAL et al., 2010). 

Outra forma de ação é na inibição da apoptose e da proteólise. Os resultados 

do estudo realizado por Smith, Mukerji e Tisdale (2005) sugerem que HMB atenua a 

degradação da proteína através da inibição da via da ubiquitina-proteassoma em 

células musculares. Atividade ubiquitina é induzida por certos agentes e condições 

catabólicas, incluindo glicocorticóides, citocinas, a fome, o estresse de oxigênio 

(esforço), redução de atividade e imobilização. Esta via de sinalização envolve a 

ativação inicial de caspases 3 e 8, o que leva a um aumento da atividade de NF-KB 

(fator de transcrição nuclear kappa B), o que induz a degradação proteína pela via 

da ubiquitina-proteassoma (ELEY et al., 2008; RUSSEL; TISDALE, 2009). 

Outro estudo recente demonstrou uma redução no número de mioblastos 

apoptóticos derivados de células satélites na presença de HMB tal como refletido por 

uma redução no número de núcleos picnóticos, bem como maiores níveis de 
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proteínas anti-apoptóticas e os níveis mais baixos de proteínas pró-apoptóticas. 

(KORNASIO et al., 2009).  

Estes dados sugerem que o HMB influencia diretamente na prevenção da 

apoptose e na degradação de proteínas, aumentando a sobrevivência de células 

satélites que são cruciais para a regeneração 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 síntese protéica por fosforilação crescente a partir da proteína 

alvo da rapamicina em mamíferos – mTOR (Serina Treonina Quinase), membro da 

via AKT/PI3K que se encontra envolvida no controle da tradução, regulando 

positivamente a síntese de proteínas. 

Proporcionando outra linha de evidência para as ações anabólicas da HMB no 

músculo, Kornasio et al. (2009) relatou que o HMB promove a proliferação de células 

miogênicas, diferenciação e fusão acelerada. 

Além disso, o HMB aumentou os níveis de IGF-I (fator de crescimento ligado 

à insulina), que é conhecido por desempenhar um papel central durante a 

proliferação e diferenciação de mioblastos e hipertrofia muscular.  

A literatura mostra vários 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, hormônio do 

crescimento, fator de crescimento semelhante à insulina, ou ainda por modular 

enzimas responsáveis pelo catabolismo muscular. 

Holecek et al. (2009) afirmam que o efeito anabólico da proteína HMB em 

músculo esquelético está relacionada com a inibição da proteólise em proteossoma 

e alterações na síntese de proteínas nos  tecidos viscerais, que podem afetar várias 

funções importantes  e o estado do metabolismo do corpo inteiro. 

Aversa et al. (2012) estudou a influência de HMB na atrofia muscular  

causada por glicocorticóides, e observou que esta substância  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 força (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 contraditórios (NUNAN; 

HOWATSON; VAN SOMEREN, 2010; KIM et al., 2012), e merecem muita atenção. 

Estudos revelam que a suplementação do HMB resulta em maior crescimento 

muscular e concomitante aumento da força somente em indivíduos destreinados 

(NISSEN et al., 1996a; VUKOVICH; STUBB; BOHLKEN, 2001). 

Devido à promessa de aumento da massa e força muscular, tem se 

observado um número crescente de adolescentes envolvidos em atividade física ou 

atlética que estão usando suplementos alimentares (HARRISON et al., 2004; 

CALFEE; FADALE, 2006), porém ainda pouco se sabe sobre os efeitos adversos 

desses suplementos no organismo (ARAÚJO; ANDREOLO; SILVA, 2002).  



 

3 OBJETIVOS 

3 OBJETIVOS 
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3 OBJETIVOS 

 

 

Baseado nestas informações esse trabalho teve por objetivo responder as 

seguintes perguntas: 

a) O uso de HMB provoca alterações morfológicas e histoenzimológicas 

nas fibras muscular dos músculos da mastigação?  

b) Em caso de positivo, estas alterações seriam semelhantes entre os 

músculos elevadores e abaixadores da mandíbula? 

c) O uso de HMB provoca alterações no desenvolvimento e crescimento 

do esqueleto craniofacial? 

d) Em caso positivo de alterações nos músculos da mastigação e 

crescimento craniofacial, existe uma relação entre elas? 

e) Os efeitos sobre os componentes do sistema estomatognático seria 

semelhantes nos indivíduos de ambos os gêneros? 

   



 

4 MATERIAL E METÓDOS 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Animais  

 

 

Foram utilizados 58 ratos (Rattus norvegicus), da linhagem Wistar, com idade 

de 60 dias, fornecidos pelo Biotério da Universidade de São Paulo – Faculdade de 

Odontologia de Bauru, que foram distribuídos em quatro grupos, cada grupo foi 

subdividido em macho e fêmea, sendo eles: Grupo Controle Inicial – (GCI), com 

cinco animais de cada gênero; Grupo Controle Placebo – (GCP), oito animais de 

cada gênero; Grupo Experimental – (GE), oito animais de cada gênero; Grupo 

Experimental “Ad libitum” – (GEA) oito animais de cada gênero; 

 Os animais foram pesados inicialmente e distribuídos de maneira que os 

grupos fossem formados por animais de pesos semelhantes e a seguir foi realizado 

um sorteio para identificação dos grupos.  

Esta metodologia foi empregada porque se sabe da existência de uma 

relação entre o peso dos animais e a área dos diferentes tipos histoquímicos de 

fibras musculares. Com isso evitamos que algum grupo fosse formado por animais 

que supostamente apresentariam uma área bem maior dos tipos de fibras já no 

início do experimento, o que poderia colocar em dúvida os resultados obtidos no 

final do experimento, com relação à possível alteração que poderá ocorrer em algum 

tipo de fibra muscular. 

Esse estudo foi realizado de acordo com os princípios éticos para a 

Experimentação Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA), tendo sido submetido ao Comitê de Ética em Experimentação Animal da 

Faculdade de Odontologia de Bauru, Universidade de São Paulo (ANEXO A). 

 

 

4.2 Caixas e ração 

 

 

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 períodos de 12 horas de claro/escuro, por um timer e a 

temperatura foi controlada em torno de 22ºC.  

Os animais dos GCP e GEA receberam água e ração “ad libitum”. A ração 

dada ao GCP foi previamente pesada (30g) para posterior cálculo do consumo diário 

(figura 5). Os animais do GE receberam a média da quantidade de ração consumida 

pelos animais do GCP, no dia anterior. Esta metodologia foi mantida para se evitar 

que os animais do GE consumissem mais ração do que os animais do grupo 

controle, e desta maneira teria um ciclo mastigatório maior. Isso porque os músculos 

estudados fazem parte do grupo de músculos responsáveis pela mastigação ou 

auxiliares desta, e um ciclo mastigatório maior poderia ser considerado como um 

exercício físico extra, o que poderia comprometer os resultados obtidos na pesquisa. 

Já os animais do grupo GEA não tiveram a sua alimentação controlada, assim 

pudemos comparar o real efeito da droga, ora controlando a alimentação (pelo grupo 

controle placebo), ora não. 
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Figura 

3 – Caixas individuais com comedouros e bebedouros individuais. 

 

 

 
Figura 4 – Demonstração das caixas individuais, identificadas por grupo. 
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Figura 5 – Demonstração dos pacotes de ração pesados separadamente (30g) para cada animal do 

GCP. 
 

 

4.3 Administração do HMB 

 

 

O tratamento com HMB foi realizado por meio de gavagem (sonda intra-

gástrica) na dose de 0,3g/kg de HMB diluído em solução fisiológica, diariamente, por 

quatro semanas (figura 6). Os animais do GCP receberam o mesmo volume de 

solução fisiológica nas mesmas condições do GE (HOLECEK et al., 2009). 

 

 
Figura 6 – Demonstração da aplicação do HMB por meio de gavagem. 
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4.4 Eutanásia e retirada das amostras musculares 

 

 

 Os animais do GCI foram eutanasiados no início do experimento, e os 

demais grupos foram eutanasiados após as quatro semanas de tratamento com o 

suplemento. 

A eutanásia foi realizada por meio de dose excessiva de anestésicos, com os 

valores três vezes maiores do que usada na anestesia normal (0,1 ml/100g de peso 

do animal) por meio de injeções intra-musculares, de Cloridrato de Xilazina 

(Anasedan®) associada à Cloridrato de ketamina (Dopalen®). 

Dos animais eutanasiados foram retirados os seguintes músculos: masseter 

(porção superficial) e digástrico (ventre anterior) dos quais foram retiradas amostras 

que foram usadas nas técnicas de histoquímica, para reações de m-ATPase, NADH-

TR e HE.  

 

 

4.5 Processamento Histológico 

 

 

As amostras foram submetidas às técnicas de histoquímica e morfometria, 

para verificar se ocorreram modulações ou alterações nas áreas dos diferentes tipos 

de fibras que formam estes músculos, e passaram pela metodologia descrita a 

seguir. 

 

 

4.5.1 Congelamento 

 

 

As amostras foram mantidas à 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 cirúrgico e imersos em nitrogênio líquido durante 2 minutos aproximadamente, 
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até cessar a efervescência (WERNECK, 1981). As amostras congeladas foram 

armazenadas em um freezer à -80ºC até o momento de serem submetidas às 

reações histoquímicas.  

 

 

4.5.2 Obtenção dos cortes congelados 

 

 

A obtenção dos cortes histológicos seguiu a metodologia de Pullen (1977), 

onde amostras congeladas foram mantidas por uma hora na câmara de um criostato 

a –20º C. Após esse tempo, os blocos cilindricos de tecido muscular congelado 

foram fixados aos suportes metálicos, por meio de adesivos especiais chamados de 

O.C.T. (“Optimal Critical Temperature”). Dos blocos foram obtidos cortes de 12 µm 

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

 

 
Figura 7 - Criostato marca Leica – Modelo CM 1850 utilizado para obtenção dos cortes congelados 

 

 

4.5.3 Técnicas de histoquímica e morfometria 

 

 

Os cortes foram submetidos: 
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a) à coloração de Hematoxilina e Eosina, conforme metodologia descrita por 

Behmer (1976) para descrição e observação da morfologia geral e também para 

verificação do padrão de congelamento do tecido muscular.  

b) às reações para Adenosina Trifosfato Miofibrilar (m-ATPase), em pH 9,4  de 

acordo com Padykula e Herman (1955), com  pré-incubação alcalina  em pH de 10,3 

e a ácida em pH 4,35, conforme descrição de Brooke e Kaiser (1970). 

Nas reações de mATPAse os diferentes tipos de fibras são classificados 

quanto à velocidade de contração das mesmas. As fibras S (slow – lentas), por 

serem ácido estável, apresentam-se com coloração escura em pH ácido. Já em pH 

alcalino sua coloração se torna mais clara. A fibras F (fast – rápidas), por serem 

alcalina estável, apresentam-se com coloração escura em pH alcalino. Já em pH 

ácido sua coloração se torna mais clara. 

c) à reação de Nicotinamida Adenina Tetrazólio Reductase (NADH-Tr), foi 

realizada segundo a metodologia de Pearse (1968), modificada por Dubowitz e 

Brooke (1973). 

A reação de NADH-Tr determina a quantidade de mitocôndrias presentes nas 

fibras musculares. Quando a fibra apresenta grande quantidade de mitocôndrias, a 

reação é mais intensa, e a coloração apresenta-se mais escura e as fibras são 

classificadas como O (oxidativas). Nas fibras em que a quantidade de mitocôndrias é 

reduzida, a coloração apresenta-se mais clara e as fibras são classificadas como G 

(glicolítica). Podendo também ter uma quantidade intermediária de mitocôndrias e 

serem classificadas como oxidativas e glicolíticas. 

Unindo-se os dois tipos de reações obtêm-se os seguintes tipos de fibras: FG, 

FOG e SO. 

 

Com auxílio de um fotomicroscópio Olympus BX 50 (figura 8) foram identificados 

campos idênticos, obtidos das lâminas resultantes das reações 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 frequências foram 

calculadas. Após a classificação das fibras, as áreas das mesmas foram calculadas 

com auxílio do programa de análise de imagem Image Pró-Plus - versão 6.2. 
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Figura 8 – Microscópio óptico (Olympus BX 50) com câmera fotográfica (Olympus DP-71) 

acoplada e monitores para análise e morfometria das imagens. 
 

 

4.6 Metodologia para Tomada das Medidas Craniométricas do Crânio Macerado 

 

 

 Após a eutanásia e retirada das amostras musculares os animais foram 

decapitados, os crânios foram identificados e submetidos à maceração em água 

corrente para posterior tomada das medidas craniométricas. 

 

 Após a maceração, os seguintes pontos (figura 9) e medidas craniométricas 

(figura 10) foram levadas em consideração: 

 

Pontos de referência craniométrica 

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

magno 

Occiptal (Oc) Ponto mais posterior da crista occiptal externa  

Ponto A (A) Extensão 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 zigomático 

Ponto MW Extensão mais lateral da maxila direita e esquerda anterior 

ao processo zigomático 

Ponto VA Ponto mais superior na superfície ectocranial do neurocrânio 

anterior 
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Vertex (Vt) Ponto mais superior na superfície do neurocrânio posterior 

Ponto PPP Extensão mais posterior do processo horizontal do osso 

palatino 

Ponto ISS Ponto central da sincondrose interesfenoidal no plano sagital 

mediano 

Prostion (Pr) Extensão mais anterior da crista alveolar vestibular da maxila 

no plano sagital mediano 

Ponto Mx Superfície mais lateral dos molares superiores na sua junção 

com o rebordo alveolar 

Infradental (Id) Extensão mais anterior da crista vestibular da mandíbula no 

plano sagital mediano  

Ponto MMxM  Intersecção do rebordo maxilar e face mesial do primeiro 

molar 

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

Ponto MMnM Intersecção do rebordo mandibular e a face mesial do 

primeiro molar 

Ponto DMnM Intersecção do rebordo mandibular e a face distal do terceiro 

molar 

Gonio (Go) Ponto mais posterior do contorno ósseo do ângulo gonial da 

mandíbula 

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

Côndilo S (CoS) Ponto mais superior do côndilo mandibular 

Ponto MR Porção mais inferior da mandíbula na região massetérica 

Ponto Cr Ponto mais superior no processo coronóide da mandíbula 

 

 

  

 

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

estão representados no esquema que segue. 
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Figura 9 – Esquematização 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 ântero-posterior 

1-comprimento mandíbula - Co - Id 

2- comprimento total do crânio - OC - A 

3- comprimento facial - PPP - PR 

4- comprimento da base do crânio - Ba - ISS 

 

 

Medidas látero-laterais 

5- largura do palato - MW - MW 

6- largura do crânio - CW - CW 

7- largura zigomática - Z1 - Z2 

 

Medidas verticais 

8- altura do ramo mandibular - Cós - MR 

9- altura da face média - VA - DMxM 
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Figura 10 – Demonstração das medidas craniométricas tomadas de cada crânio macerado. 

 

 

 

4.7 Tratamento estatístico 

 

Para comparação entre os grupos e gêneros os dados foram submetidos ao 

teste de análise de variância (ANOVA) a dois critérios, seguido pelo teste de 

comparações múltiplas (Tukey) quando o primeiro apresentava diferença estatística 

significativa entre os grupos. 

Para comparação entre os tipos de fibras (FG, FOG e SO) no músculo 

digástrico foi utilizado o teste de análise de variância (ANOVA) para medidas 

repetidas. Para comparação das fibras (FG e FOG) do músculo masseter o teste t 

pareado foi utilizado. 

Os dados referentes às medidas craniométricas foram submetidos à Análise 

de variância a dois critérios e teste de Tukey. 

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

estatisticamente significativos.  
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5 RESULTADOS 

  

 

Os dados apresentados inicialmente (pesos dos animais e quantidade de 

ração ingerida) não fazem parte dos objetivos da pesquisa, mas podem apresentar 

alguma relação com os dados obtidos da área das fibras.  

 

 

5.1 Peso dos animais 

 

 

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

dados quantitativos sobre o ganho de peso. Após análise estatística, os resultados 

mostraram que não ocorreu diferença significativa entre os grupos e gêneros. Os 

dados estão demonstrados na tabela 1. 

 

 

Tabela 1 – Comparação do peso dos animais nos diferentes grupos. 

Grupos Gênero Peso Inicial (g) Peso Final (g) Ganho (g) Ganho (%) 

Macho 209,2 - -  
GCI 

Fêmea 159,4 - -  

Macho 230,8 288,1 57,3 19,9 
GCP 

Fêmea 154,1 182,1 28,0 15,3 

Macho 227,6 275,0 47,4 17,3 
GE 

Fêmea 157,3 178,0 20,7 11,6 

Macho 228,6 290,1 61,5 21,2 
GEA 

Fêmea 158,8 193,8 35,0 18,1 

 

 

5.2 Quantidade de ração ingerida 

 

 

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

GE, a fim de estabelecer uma relação sem variáveis da quantidade de ciclo 
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mastigatório de um grupo para outro, tendo a segurança de limitar o viés, e 

conseguir analisar o efeito isolado do HMB sobre os músculos masseter e digástrico, 

que estão intimamente ligados a mastigação. Para isso o GE consumiu a mesma 

quantidade de ração ingerida pelo GCP no dia anterior. Já o GEA teve a alimentação 

sem restrição, para assim avaliar o efeito do exercício da mastigação associado ao 

uso do HMB.  

A partir dos dados obtidos, a análise estatística mostrou que a quantidade de 

ração ingerida pelos machos foi significantemente maior do que a ingerida pelas 

fêmeas. Além disso, o consumo pelo GEA foi significantemente maior quando 

comparado aos demais grupos.  Os dados referentes à alimentação dos machos e 

das fêmeas estão demonstrados nos gráficos 1 e 2, respectivamente. 

 

 

Gráfico 1 – Comparação da quantidade de ração ingerida semanalmente pelos ratos machos entre os 

grupos. 

 

 

Gráfico 2 – Comparação da quantidade de ração ingerida semanalmente pelas ratas fêmeas entre os 

grupos. 
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5.3 Caracterização morfológica das fibras submetidas à coloração em HE 

 

 

Nas observações histológicas em cortes transversais pôde-se observar o 

padrão fascicular normal em ambos os músculos, com a arquitetura histológica 

organizada pela presença dos envoltórios conjuntivos, perimísio e endomísio 

delimitando cada fascículo e fibra muscular, respectivamente. As fibras 

apresentaram formato poligonal característico, com núcleos periféricos. O padrão 

descrito acima foi semelhante entre os gêneros. Além disso, as reações em HE 

foram utilizadas para observar o nível do congelamento das amostras musculares 

(figura 11). 

 

 

 

Figura 11 – Fotomicrografia do músculo digástrico de ratos machos corados em HE. Sendo A) GCI; 
B) GCP; C) GE; D) GEA. 
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5.4 Classificação e morfometria das fibras musculares 

 

 

Músculos Masseter e Digástrico 

 

 

Para análise dos dados referentes à área e a frequência dos tipos de fibras 

musculares, observou-se primeiramente o desenvolvimento do animal no decorrer 

do experimento, por meio da comparação entre os grupos GCI e GCP. A seguir 

compararam-se os grupos GCP, GE e GEA para observar o efeito da 

suplementação do HMB e da quantidade de alimentos ingeridos (ciclo mastigatório). 

 

 

Músculo Masseter  

 

 

 Os resultados das reações histoenzimológicas do músculo masseter foram 

semelhantes entre os grupos e gêneros, e estão representados na figura 12. 
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Figura 12 - Fotomicrografia dos músculos masseter de ratos fêmeas submetidos às reações de 
mATPase e NADH. A – C: GCI; D – F: GCP; G – I: GE; J – L: GEA. Sendo 1= FG e 2= FOG. 

 

 

Os dados sobre a frequência dos diferentes tipos de fibras no músculo 

masseter, dos gêneros macho e fêmea estão representados nas Tabelas 2 e 3, 

respectivamente. 
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Tabela 2 – Comparação da percentagem dos tipos de fibras musculares entre os grupos no músculo 

masseter de ratos machos. 

% FG % FOG 
Grupos 

Média D.P. Média D.P. 

GCI 30,72ac 5,54 69,28ac 5,54 

GCP 34,83a 5,51 65,17a 5,51 

GE 24,55bc 4,64 75,45bc 4,64 

GEA 23,52b 2,75 76,48b 2,75 

Comparação vertical (percentagem do mesmo tipo de fibra entre os grupos). 
Letras iguais indicam que não apresentam diferença estatisticamente significativa. 

  
 

Os dados apresentados na tabela acima mostram que: 

a) Nota-se que não há a presença de fibras do tipo SO no músculo masseter. 

b) Durante o desenvolvimento dos animais (entre GCI e GCP). 

  - Não ocorreu alteração na frequência de nenhum dos tipos de fibras.  

c) Efeito da suplementação do HMB e quantidade de alimentos ingeridos. 

 - Entre os grupos em que houve a suplementação de HMB (GE e GEA) os 

dados não apresentaram diferença estatística entre eles; 

 - Na comparação entre os grupos experimentais com o GCP, ocorreu uma 

diminuição de fibras FG e um aumento de fibras do tipo FOG. 

 

 

Tabela 3 – Comparação da percentagem dos tipos de fibras musculares entre os grupos no músculo 
masseter de ratas fêmeas. 

% FG % FOG 
Grupos 

Média D.P. Média D.P. 

GCI 27,3ac 4,18 72,69ac 4,18 

GCP 31,07a 4,56 68,93a 4,56 

GE 26,36bc 2,66 73,64bc 2,66 

GEA 23,64b 2,37 76,36 b 2,37 

Comparação vertical (percentagem do mesmo tipo de fibra entre os grupos). 
Letras iguais indicam que não apresentam diferença estatisticamente significativa. 
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Os dados das frequências dos diferentes tipos de fibras no músculo masseter 

dos animais do gênero feminino apresentaram um comportamento semelhante ao do 

masculino. 

 

Os dados sobre a área dos diferentes tipos de fibras no músculo masseter, 

dos gêneros macho e fêmea estão representados nas Tabelas 4 e 5, 

respectivamente. 

 

 

Tabela 4 – Comparação entre as áreas (µm
2
) das fibras musculares entre os grupos no músculo 

masseter de ratos machos. 

FG FOG 
Grupos 

Média D.P. Média D.P. 

GCI 1121,44a 215,17 908,11a 118,78 

GCP 1643,17b 185,76 1186,23b 130,63 

GE 1625,06b 346,59 1212,52b 206,70 

GEA 1898,55b 305,99 1346,47b 177,10 

Comparação vertical (percentagem do mesmo tipo de fibra entre os grupos). 
Letras iguais indicam que não apresentam diferença estatisticamente significativa. 

 

Os dados apresentados na tabela acima mostram que: 

a) Durante o desenvolvimento dos animais (entre GCI e GCP). 

 - Houve um aumento na área dos tipos FG e FOG. 

b) Efeito da suplementação do HMB e quantidade de alimentos ingeridos (GCP, GE 

e GEA). 

 - Tanto a área das fibras dos tipos FG quanto às do tipo FOG não 

apresentaram diferenças significativas estatisticamente entre os grupos.  
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Tabela 5 – Comparação da área (µm

2
) das fibras musculares entre os grupos no músculo masseter 

de ratas fêmeas. 

FG FOG 
Grupos 

Média D.P. Média D.P. 

GCI 1053,05a 124,04 825,52a 118,66 

GCP 1487,68b 332,77 1153,77b 227,38 

GE 1606,35b 191,80 1225,46b 162,15 

GEA 1528,66b 254,77 1148,23b 193,59 

Comparação vertical (percentagem do mesmo tipo de fibra entre os grupos). 
Letras iguais indicam que não apresentam diferença estatisticamente significativa. 

 

 

Os dados das áreas dos diferentes tipos de fibras no músculo masseter dos 

animais do gênero feminino apresentaram um comportamento semelhante ao do 

masculino. 

 

 

 

Músculo Digástrico 

 

 

 Os resultados das reações histoenzimológicas do músculo digástrico foram 

semelhantes entre os grupos e gêneros, e estão representados na figura 13. 
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Figura 13 - Fotomicrografia dos músculos digástrico de ratos machos submetidos às reações 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 músculo 

digástrico dos gêneros macho e fêmea estão representados nas Tabelas 6 e 7, 

respectivamente. 
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Tabela 6 – Comparação da percentagem dos tipos de fibras musculares entre os grupos no músculo 

digástrico de ratos machos. 

% FG % FOG % SO 
Grupos 

Média D.P. Média D.P. Média D.P. 

GCI 21,27a 3,44 70,91a 2,87 7,82a 4,58 

GCP 19,37a 2,17 76,65b 3,98 3,98b 2,77 

GE 23,25a 3,47 76,30b 3,27 0,45b 0,79 

GEA 20,71a 4,28 77,47b 3,74 1,82b 2,65 

Comparação vertical (percentagem do mesmo tipo de fibra entre os grupos). 
Letras iguais indicam que não apresentam diferença estatisticamente significativa. 

 

 

Os dados apresentados na tabela acima mostram que: 

a) Durante o desenvolvimento dos animais (entre GCI e GCP). 

- A percentagem das fibras FG não se alterou, a das fibras do tipo FOG 

aumentou e as do tipo SO diminuiu. 

b) Efeito da suplementação do HMB e quantidade de alimentos ingeridos (GCP, GE 

e GEA) 

- Não houve alteração na percentagem de nenhum dos tipos de fibras. 

  

 

Tabela 7 – Comparação da percentagem dos tipos de fibras musculares entre os grupos no músculo 

digástrico de ratos fêmeas. 

% FG % FOG % SO 
Grupos 

Média D.P. Média D.P. Média D.P. 

GCI 21,36a 9,42 72,16a 4,40 6,48a 5,15 

GCP 17,12a 3,08 80,68b 1,99 2,20b 1,87 

GE 21,34a 4,88 76,16b 3,02 2,50b 2,95 

GEA 20,74a 3,40 77,78b 4,29 1,48b 1,73 

Comparação vertical (percentagem do mesmo tipo de fibra entre os grupos). 
Letras iguais indicam que não apresentam diferença estatisticamente significativa. 
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Os dados da tabela acima mostram que os animais do gênero feminino 

apresentaram um comportamento semelhante ao do masculino, quanto à 

percentagem dos diferentes tipos de fibras 

Os dados sobre a área dos diferentes tipos de fibras no músculo digástrico, 

dos gêneros macho e fêmea estão representados nas Tabelas 8 e 9, 

respectivamente. 

 

 

Tabela 8 – Comparação da área (µm
2
) das fibras musculares entre os grupos no músculo digástrico 

de ratos machos. 

FG FOG SO 
Grupos 

Média D.P. Média D.P. Média D.P. 

GCI 1123,92a 191,82 803,30a 108,59 660,47a 382,67 

GCP 1656,12b 229,27 1076,93b 110,03 992,03a 121,76 

GE 1749,52b 201,98 1148,41b 129,16 400,85a 631,14 

GEA 1402,08a 130,01 977,44c 92,50 961,11a 172,25 

Comparação vertical (percentagem do mesmo tipo de fibra entre os grupos). 
Letras iguais indicam que não apresentam diferença estatisticamente significativa. 

 

 

Os dados apresentados na tabela acima mostram que: 

a) Durante o desenvolvimento dos animais (entre GCI e GCP). 

- Ocorreu um aumento das áreas das fibras dos tipos FG e FOG com o 

aumento da idade. 

b) Efeito da suplementação do HMB e quantidade de alimentos ingeridos (GCP, GE 

e GEA) 

 - Nos animais dos grupos que consumiram a mesma quantidade de ração 

(GCP e GE) não ocorreu diferença em nenhum dos tipos de fibras; 

 - Entre os grupos que receberam a suplementação de HMB (GE e GEA) 

ocorreu uma diminuição na área tanto das fibras do tipo FG como nas do tipo FOG. 
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Tabela 9 – Comparação da área (µm

2
) das fibras musculares entre os grupos no músculo digástrico 

de ratos fêmea. 

FG FOG SO 
Grupos 

Média D.P. Média D.P. Média D.P. 

GCI 1046,26ª 208,50 791,93ª 203,43 515,87ª 357,29 

GCP 1613,00b 259,55 1093,13b 140,01 761,77ª 387,38 

GE 1567,66b 473,59 1059,93b 189,19 900,02ª 179,59 

GEA 1346,02a 194,80 915,54c 90,22 730,99ª 151,85 

Comparação vertical (percentagem do mesmo tipo de fibra entre os grupos). 
Letras iguais indicam que não apresentam diferença estatisticamente significativa. 

 

 

Os dados da Tabela acima mostram que os animais do gênero feminino 

apresentaram um comportamento semelhante ao do masculino, quanto à área dos 

diferentes tipos de fibras. 

 

 

Comparação Masseter x Digástrico 

 

 

Tabela 10 – Demonstração da percentagem dos diferentes tipos de fibras entre os músculos nos 

ratos machos. 

% FG % FOG % SO 
Grupo Músculo 

Média DP Média D.P. Média DP 

Masseter 30,72 5,54 69,28 5,54 - - 
GCI 

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

Masseter 34,83 5,51 65,17 5,51 - - 
GCP 

Digástrico 19,37 2,17 76,65 3,98 3,98 2,77 

Masseter 24,55 4,64 75,45 4,64 - - 
GE 

Digástrico 23,25 3,47 76,30 3,27 0,45 0,79 

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

Digástrico 20,71 4,28 77,47 3,74 1,82 2,65 
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Tabela 11 – Demonstração da percentagem dos diferentes tipos de fibras entre os músculos nos 

ratos fêmeas. 

% FG % FOG % SO 
Grupo Músculo 

Média DP Média D.P. Média DP 

Masseter 27,31 4,18 72,69 4,18 - - 
GCI 

Digástrico 21,36 9,42 72,16 4,40 6,48 5,15 

Masseter 31,07 4,56 68,93 4,56 - - 
GCP 

Digástrico 17,12 3,08 80,68 1,99 2,20 1,87 

Masseter 26,36 2,66 73,64 2,66 - - 
GE 

Digástrico 21,34 4,88 76,16 3,02 2,50 2,95 

Masseter 23,64 2,37 76,36 2,37 - - 
GEA 

Digástrico 20,74 3,40 77,78 4,29 1,48 1,73 

 

 

Tabela 12 – Demonstração da área dos diferentes tipos de fibras entre os músculos nos ratos 

machos. 

FG FOG SO 
Grupo Músculo 

Média DP Média D.P. Média DP 
Masseter 1121,44 215,17 908,11 118,78 - - 

GCI 
Digástrico 1123,92 191,82 803,30 108,59 660,47 382,67 

Masseter 1643,17 185,76 1186,23 130,63 - - 
GCP 

Digástrico 1656,12 229,27 1076,93 110,03 992,03 121,76 

Masseter 1625,06 346,59 1212,52 206,70 - - 
GE 

Digástrico 1749,52 201,98 1148,41 129,16 400,85 631,14 

Masseter 1898,55 305,99 1346,47 177,10 - - 
GEA 

Digástrico 1402,08 130,01 977,44 92,50 961,11 172,25 
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Tabela 13 – Demonstração da área dos diferentes tipos de fibras entre os músculos nos ratos 

fêmeas. 

FG FOG SO 
Grupo Músculo 

Média DP Média D.P. Média DP 

Masseter 1053,05 124,04 825,52 118,66   
GCI 

Digástrico 1046,26 208,50 791,93 203,43 515,87 357,29 

Masseter 1487,68 332,77 1153,77 227,38   
GCP 

Digástrico 1613,00 259,55 1093,13 140,01 761,77 387,38 

Masseter 1606,35 191,80 1225,46 162,15   
GE 

Digástrico 1567,66 473,59 1059,93 189,19 900,02 179,59 

Masseter 1528,66 254,77 1148,23 193,59   
GEA 

Digástrico 1346,02 194,80 915,54 90,22 730,99 151,85 

 

 

Comparação Macho x Fêmea 

 

 

Tabela 14 – Demonstração da percentagem dos tipos de fibras no músculo masseter entre os 

gêneros. 

% FG % FOG 
Grupo Gênero 

Média DP Média D.P. 

Macho 30,72 5,54 69,28 5,54 
GCI 

Fêmea 27,31 4,18 72,69 4,18 

Macho 34,83 5,51 65,17 5,51 
GCP 

Fêmea 31,07 4,56 68,93 4,56 

Macho 24,55 4,64 75,45 4,64 
GE 

Fêmea 26,36 2,66 73,64 2,66 

Macho 23,52 2,75 76,48 2,75 
GEA 

Fêmea 23,64 2,37 76,36 2,37 
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Tabela 15 – Demonstração da percentagem dos tipos de fibras no músculo digástrico entre os 

gêneros. 

% FG % FOG % SO 
Grupo Gênero 

Média DP Média DP Média DP 

Macho 21,27 3,44 70,91 2,87 7,82 4,58 
GCI 

Fêmea 21,36 9,42 72,16 4,40 6,48 5,15 

Macho 19,37 2,17 76,65 3,98 3,98 2,77 
GCP 

Fêmea 17,12 3,08 80,68 1,99 2,20 1,87 

Macho 23,25 3,47 76,30 3,27 0,45 0,79 
GE 

Fêmea 21,34 4,88 76,16 3,02 2,50 2,95 

Macho 20,71 4,28 77,47 3,74 1,82 2,65 
GEA 

Fêmea 20,74 3,40 77,78 4,29 1,48 1,73 

 

 

 

Tabela 16 – Demonstração da área dos tipos de fibras no músculo masseter entre os gêneros. 

FG FOG 
Grupo Gênero 

Média DP Média D.P. 

Macho 1121,44 215,17 908,11 118,78 
GCI 

Fêmea 1053,05 124,04 825,52 118,66 

Macho 1643,17 185,76 1186,23 130,63 
GCP 

Fêmea 1487,68 332,77 1153,77 227,38 

Macho 1625,06 346,59 1212,52 206,70 
GE 

Fêmea 1606,35 191,80 1225,46 162,15 

Macho 1898,55 305,99 1346,47 177,10 
GEA 

Fêmea 1528,66 254,77 1148,23 193,59 
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Tabela 17 – Demonstração da área dos tipos de fibras no músculo digástrico entre os gêneros. 

FG FOG SO 
Grupo Gênero 

Média DP Média D.P. Média D.P. 

Macho 1123,92 191,82 803,30 108,59 660,47 382,67 
GCI 

Fêmea 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 
GCP 

Fêmea 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 

Fêmea 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 

Fêmea 1346,02 194,80 915,54 90,22 730,99 151,85 

 

 

5.5 Crescimento e Desenvolvimento Craniofacial 

 

 

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

apresentaram diferença estatística significativa entre os gêneros, onde sempre as 

medidas das fêmeas foram menores que dos machos. 

Na comparação entre os grupos, o GCI apresentou as medidas 

significativamente menores do que os demais grupos, em ambos os gêneros. 
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Figura 14 – Demonstração dos crânios macerados para posterior tomada das medidas. Em A - Vista 
superior do crânio; B - vista inferior do crânio ou basal; C - vista lateral do crânio e D - vista lateral da 
mandíbula. 

 

 

Os dados sobre as medidas craniométricas, dos gêneros macho e fêmea 

estão representados na tabela 18. 

 

 

Tabela 18 – Comparação das medidas craniométricas entre os grupos e gêneros. 

Grupos Gênero M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 

Macho 23,42a 41,81a 24,58a 14,75a 8,50a 15,01a 19,84a 11,03a 13,03a 
GCI 

Fêmea 22,14A 39,92A 23,52A 13,89A 7,71A 14,67A 18,38A 10,30A 12,39A 

Macho 24,82b 43,55b 24,64b 16,05b 9,52b 15,66b 22,10b 12,35b 13,64b 
GCP 

Fêmea 23,38B 40,98B 23,18B 15,11B 8,39B 14,93B 20,51B 11,08B 13,14B 

Macho 24,84b 43,60b 24,52b 16,34b 9,41b 15,56b 22,37b 12,38b 13,75b 
GE 

Fêmea 23,16B 40,92B 23,11B 15,17B 8,48B 14,90B 20,46B 11,13B 13,04B 

Macho 24,73b 43,27b 24,61b 16,21b 9,32b 15,62b 22,10b 12,30b 13,70b 
GEA 

Fêmea 23,53B 41,24B 23,20B 15,21B 8,54B 14,83B 20,88B 11,24B 13,16B 

Comparação vertical (mesma medida entre os grupos). 
a, b – Letras minúsculas indicam comparação entre machos nos diferentes grupos (vertical) 
A, B – Letras maiúsculas indicam comparação entre fêmeas nos diferentes grupos (vertical) 

Letras iguais indicam que não apresentam diferença estatisticamente significativa. 
 

Lembrando que: M1-comprimento mandíbula; M2- comprimento total do crânio; M3- comprimento 
facial; M4- comprimento da base do crânio; M5- largura do palato; M6- largura do crânio; M7- largura 

zigomática; M8- altura do ramo mandibular; M9- altura da face média. 
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6 DISCUSSÃO   

 

 

Ratos e camundongos são amplamente utilizados como modelo animal em 

muitos estudos para investigar função, hipertrofia e atrofia muscular como 

substitutos para os seres humanos (ICHINOSEKI-SEKINE et al., 2012). Os ratos têm 

a vantagem de serem pequenos, de fácil manipulação e alimentação, e 

principalmente de padronização da experimentação. Além disso, os ratos são 

usados para vários experimentos abordando o funcionamento e a capacidade 

adaptável do sistema mastigatório (SANO et al., 2007). 

A utilização de ambos os gêneros nesta pesquisa, foi um diferencial, pois se 

pôde comparar se a resposta muscular, bem como se o desenvolvimento 

craniofacial seria o mesmo entre machos e fêmeas, frente ao uso do HMB.  

Apesar da maioria dos trabalhos experimentais não utilizar o gênero feminino, 

por apresentar interferências hormonais (SILVA; CECANHO, 2009), porém alguns 

pesquisadores trabalham com fêmeas, como foi o caso de Kim e colaboradores 

(2012) que analisaram o efeito do HMB sobre a sarcopenia, apenas em ratas idosas, 

por ser o gênero e a idade que apresentam maior incidência da doença nos seres 

humanos. 

 A importância de estudar ambos os gêneros, como no caso deste trabalho, 

deve-se ao fato do aumento da frequência das mulheres nas academias ou ginásios 

de esporte, e na diferença como eles podem reagir ao mesmo tipo de estímulo. No 

uso de anabolizantes, por exemplo, as fêmeas apresentam maior sensibilidade aos 

anabólicos esteróides, devido aos baixos níveis endógenos quando comparado com 

ratos machos (GEBHARDT; PANCHERZ, 2003).  

Estudos mostram a existência de mais de 200 suplementos alimentares que 

prometem efeitos semelhantes ao do HMB, mas escolheu-se esta substância para 

esta pesquisa porque trabalhos científicos 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 não influencia a 

testosterona urinária, mantendo os níveis de epitestosterona normais (SLATER; 

Jenkins, 2000). Tal fato não qualifica o HMB como administração exógena de 

testosterona ou de precursor desta, não sendo assim considerado substância a ser 
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barrada pelo doping.  Além disso, o Comitê Olímpico qualifica o HMB como 

substância legal (ALVARES; MEIRELLES, 2008). 

Com relação ao efeito do HMB no ganho de peso, nesta pesquisa esta 

substância não produziu diferenças estatísticas 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 à imobilização, 

também observaram que não ocorreu diferença corporal entre os animais dos dois 

grupos no período experimental. 

A literatura mostra estudos sobre o efeito do HMB nos músculos de animais 

em crescimento (MOORE; FERKET; MOZDZIAK, 2005), na musculatura de seres 

humanos acometidos por várias doenças (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 não praticavam 

atividades físicas e passaram a praticá-las simultaneamente associado ao uso desta 

substância. 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 exercícios como foi o caso deste estudo, o que dificulta a descrição deste 

capítulo. 

As lâminas coradas com HE foram usadas para observar o nível 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, posição do núcleo e ausência de 

cristais de gelo. Tais imagens foram semelhantes às encontradas na literatura 

(GARCIA et al., 2010). 

Os músculos esqueléticos apresentam uma composição heterogênea de tipos 

de fibras que apresentam diferentes propriedades fisiológicas (KAWAI et al., 2010), 

que não são imutáveis. As fibras musculares têm 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 composição do tipo de 

fibra de determinado músculo está relacionada com sua atividade diária 

(LANGENBACH et al., 2008).  

Tanto o masseter quanto o ventre anterior do digástrico usados nesta 

pesquisa apresentam uma heterogeneidade na composição do tipo de fibra. Esta 
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heterogeneidade pode refletir a função do músculo e demonstrar o papel complexo 

de ambos durante a função mastigatória (SANO et al., 2007). 

Nos músculos da mandíbula, grandes mudanças na composição do tipo de 

fibra podem ser observadas, principalmente durante o desenvolvimento pós-natal 

(BREDMAN et al., 1992; ANAPOL; HERRING, 2000; KORFAGE; VAN WESSEL; 

LANGENBACH, 2006).  

Considerando-se os diferentes tipos de fibras presentes na região superficial 

do músculo masseter, notou-se neste trabalho, em ambos os gêneros, a presença 

apenas das fibras de contração rápida FG e FOG, coincidindo com os achados de 

outros pesquisadores (SUZUKI 1977; ROKX; VAN WILLIGEN; JANSEN, 1984; 

ANDREO et al., 2005;  KAWAI et al., 2007;  SANO et al., 2007). 

Em relação à área, as fibras do tipo FG foram maiores do que as do tipo FOG 

no músculo masseter de todos os grupos estudados, em ambos os gêneros, nesta 

pesquisa, corroborando com pesquisas anteriores (KOWALEWSKI; MILTZOW, 

1990; ANDREO, 2001). 

Os dados deste trabalho mostraram uma tendência da área das fibras dos 

tipos FG e FOG serem maiores no GEA do que nos animais dos demais grupos. 

Desta forma, algumas dúvidas persistem:  

1) se o experimento fosse realizado por um período maior esta tendência se 

tornaria diferença estatisticamente significativa? Alguns pesquisadores têm 

mencionado a necessidade de se estudar o efeito do HMB por períodos mais longos 

de utilização (PORTAL et al.,2010; PIMENTEL et al., 2011).  

2) esta tendência poderia ser explicada pela maior ingestão de ração e 

consequentemente de uma maior quantidade de aminoácidos?  Trabalhos científicos 

mostram que a disponibilidade aumentada de aminoácido resultou no aumento das 

taxas de síntese de proteína 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 os 

animais dos outros grupos, realizando maior quantidade de ciclos mastigatório, que 

poderiam ser consideradas como maior atividade física?  

Com relação à frequência dos diferentes tipos de fibras encontradas no 

músculo masseter desta pesquisa, o tipo FOG foi sempre maior do que a do tipo FG, 

em ambos os sexos, mas estes dados não coincidem com pesquisas anteriores 

(KOWALEWSKI; MILTZOW, 1990; ANDREO et al., 2005). 
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Neste estudo quando se compara o músculo masseter dos GCI e GCP não 

observou-se mudanças no perfil fenotípico das fibras. Porém com a suplementação 

do HMB, ocorreu uma alteração das fibras do tipo FG para o tipo FOG, sugerindo 

que há uma influência do HMB na modulação desses tipos de fibras.  

Foram poucas as informações encontradas na literatura consultada sobre a 

histoenzimologia das fibras do ventre anterior do músculo digástrico, o que dificulta a 

discussão dos dados deste trabalho. 

No músculo digástrico, observou-se, nos animais de ambos os gêneros, que 

este é formado por fibras de contração rápida e de contração 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 contração rápida apresentaram 

áreas maiores do que as de contração lenta, sendo que as do tipo FG foram maiores 

do que as do tipo FOG, em ambos os gêneros, coincidindo com dados de Andreo et 

al. (2004). 

Observando-se a área das fibras de contração rápida (FG e FOG) no músculo 

digástrico, em ambos os sexos, nota-se que elas apresentaram um comportamento 

diferente do que no músculo masseter, apresentando uma diminuição no GEA. Tal 

fato poderia ser explicado porque estes tipos de fibras estão melhores adaptados 

para produção de força e que no ventre anterior do músculo digástrico elas seriam 

menos solicitadas por ele ser um abaixador da mandíbula enquanto que o masseter 

é um elevador da mandíbula? 

Com relação à percentagem dos diferentes tipos de fibras encontradas no 

músculo digástrico dos animais desta pesquisa, notou-se que as fibras de contração 

rápida foram predominantes e entre elas as do tipo FOG foram encontradas com 

maior frequência.  

Durante o desenvolvimento normal, neste trabalho, o músculo digástrico 

apresentou uma mudança na composição de suas fibras, com um aumento de fibras 

do tipo rápidas e diminuição de fibras lentas. Sugere-se que a mudança dos tipos de 

fibras ocorreu entre fibras FOG e SO, já que a percentagem de fibras do tipo FG 

permaneceu a mesma.  

Nos demais grupos estudados não se observaram diferenças entre eles, nas 

frequências dos diferentes tipos de fibras. Estas observações sugerem que, no 
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período de suplementação, o HMB não interferiu na modulação dos tipos de fibras. 

Tais fatos puderam ser observados com os animais de ambos os gêneros.  

Com relação ao desenvolvimento craniofacial os dados mostraram que as 

medidas no gênero masculino são 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 não interferiu em 

nenhuma das medidas que avalia o crescimento craniofacial em nenhum dos 

gêneros. Na literatura consultada não foram encontrados trabalhos estudando o 

efeito de suplementos nutricionais no desenvolvimento craniofacial, o que 

inviabilizou a discussão 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 cefálico, mas deve ser 

lembrado que o HMB não é anabolizante o que dificulta a comparação dos dados.  

Vários trabalhos mostram o efeito dos músculos da mastigação sobre o 

desenvolvimento craniofacial (IWABUCHI, 1975; MIURA, 1988; MATSUYUKI; 

KITAHARA; NAKASHIMA, 2006). Como nesta pesquisa o uso do HMB não mostrou 

efeito positivo ou negativo sobre a área dos diferentes tipos de fibras dos músculos 

da mastigação, que está relacionada com a produção de força, e nem nas medidas 

que avaliaram o crescimento craniofacial, estes dados permitem sugerir a existência 

desta relação (força dos músculos da mastigação X desenvolvimento craniofacial). 
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7 CONCLUSÃO 

 

 

Baseados nos dados deste trabalho julga-se poder concluir que o uso 

diário de 0,3g/kg de HMB, por quatro semanas: 

a) não provocou alterações morfológicas e histoenzimológicas nas fibras 

dos músculos da mastigação; 

b) demonstrou resultados semelhantes entre os músculos elevadores e 

abaixadores da mandíbula; 

c) não provoca alterações no desenvolvimento e crescimento do 

esqueleto craniofacial; 

d) mostrou que a falta de resultados positivos de alterações nos 

músculos da mastigação e no crescimento craniofacial sugere existir uma 

relação entre eles; 

e) os resultados sobre os componentes do sistema estomatognático 

foram semelhantes nos indivíduos de ambos os gêneros. 
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