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RESUMO

Objetivo: Avaliar os efeitos da desnutri¢do durante a lactacdo sobre a morfologia da laringe de
ratos aos 22 e 60 dias de idade. Métodos: Ratos albinos machos da linhagem Wistar (n=48)
foram divididos em dois grupos de acordo com a dieta das maes durante a lactagdo: controle
(caseina 17%) e desnutrido (caseina 8%). Apos o desmame, todos os animais receberam dieta
padrao do biotério. Metade dos animais de cada grupo foi sacrificada aos 22 dias de vida, e a
outra metade aos 60 dias de vida. A desnutricdo neonatal foi diagnosticada através do peso
corporal avaliado diariamente ao longo do experimento, sendo calculado o ganho de peso
corporal e a taxa de crescimento. Apds o sacrificio, a laringe foi retirada e suas dimensodes
registradas com paquimetro digital de acuracia 0,01 mm. Foram avaliados os comprimentos da
laringe: epiglote a cricoide (EC), tiredide a cricoide (TC), antero-posterior (AP) e latero-lateral
(LL). Para a analise histologica foi utilizada a coloragdo hematoxilina-eosina. A laringe foi
analisada qualitativamente, subdividida em supraglote, glote e infraglote. As pregas vocais
também foram analisadas quanto as dimensdes do epitélio, o nlcleo e suas camadas, através do
programa Scion Image, Beta 4.0.2. Resultados: Os animais cujas maes foram desnutridas
durante a lactacao apresentaram redugdo do peso corporal, diminuicao do ganho de peso corporal
durante a lactacdo que aumentou durante a recuperacdo nutricional (p<0.05). A taxa de
crescimento reduziu (p<0.05) no periodo neonatal se normalizando na recuperagdo nutricional
comparativamente ao controle. Quanto a macroscopia da laringe, os animais aos 22 dias
apresentaram uma diminuicdo nas dimensdes antero-posterior e latero-lateral comparativamente
ao controle (p<0.05). Aos 60 dias de idade, ndo houve diferenga entre os grupos nas varidveis
analisadas. Na analise microscopica houve um aumento da queratinizagdo do epitélio da
supraglote, aos 22 e 60 dias de vida nos animais desnutridos. Na prega vocal houve reducao do
comprimento do epitélio, do didmetro do seu nucleo ¢ da camada intermediaria nos animais
desnutridos no periodo neonatal aos 60 dias de vida. Conclusao: A desnutrigdo neonatal induziu
alteracdes nas micro-estruturas da laringe dos animais desnutridos, mesmo apos a recuperacao
nutricional. A macro estrutura sofre os efeitos imediatos da restricdo nutricional diminuindo as
dimensodes horizontais da laringe com recuperagao a longo-prazo. Nossos resultados indicam que
a escassez de nutrientes durante o periodo critico de desenvolvimento induz alteragdes na
morfologia da laringe a curto e em longo prazo. Estudos que avaliem a fun¢do desse 6rgao sao
necessarios.

PALAVRAS-CHAVE: Periodo critico de desenvolvimento, programacao, desnutricao neonatal,
orgaos da fonagdo, prega vocal.



ABSTRACT

Objective: To evaluate the effects of undernutrition during lactation on the morphology of the
larynx in rats aged 22 and 60 days old. Methods: Male Wistar rats (n=48) were randomly divided
into two groups according to their mother’s diet during lactation: control (casein 17%) and
undernourished (casein 8%). At weaning, all animals were fed with standardized chow. Half of
each group was killed at 22™ day of life, while the other half was killed at 60" day of life. Body
weight was daily measured, and gain of body weight and the growth rate were calculated. Larynx
was removed and its dimensions were recorded with a digital paquimeter. It was evaluated:
epiglottis-cricoid cartilages (EC), thyroid-cricoid cartilages (TC), antero-posterior (AP) and
latero-lateral (LL). Histology analyses were performed by hematoxylin-eosin stain. Larynx was
qualitatively analyzed by a subdivision into supraglottis, glottis e infraglottis. Vocal cords were
also analyzed in terms of dimensions of their epithelium, nucleus, and layers using the Scion
Image, Beta 4.0.2 program. Results: Animals from undernoutrished mothers during lactation
showed a reduction in the gain of body weight throughout the experiment. There was a decrease
in the growth rate during lactation, but not during the recovery of the diet. At 2o day,
undernourished pups showed a lower antero-posterior and latero-lateral dimensions of larynx
than control. At 60™ days, there was no difference between groups. There was a reduction in the
size of epithelium, diameter of the nucleus, and intermediary layers of the vocal cords in animals
of 60 days of age. Conclusion: Undernutrition during lactation induced changes in the micro-
structures of the larynx of the undernourished animals, even after the nutritional recovery. The
macro-structure of the larynx showed an immediate reduction in the horizontal dimensions, but
there was a long-term recovery. Our results indicate that the restriction of nutrients during the
critical period of development induces changes in the morphology of the larynx in a short- and
long-term. Studies considering the function of these organs are necessary.

KEY-WORDS: Critical period of development, programming, neonatal undernutrition, organs
for phonation, vocal cords
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1 INTRODUCAO

Uma alimentacao balanceada ¢ essencial para o desenvolvimento e crescimento adequado
dos sistemas e manuten¢do de uma boa condicdo fisica, social € mental do individuo (FILHO;
RISSIN, 2003). De acordo com a particularidade das etapas iniciais do crescimento (gestacao,
lactacdo ou primeira infancia) e da espécie a ser estudada, a janela critica do desenvolvimento
pode se abrir e a falta ou excesso de nutrientes pode induzir alteragdes permanentes na estrutura e
funcdo de orgdos e sistemas (DOBBING; SANDS, 1985). Essa janela critica ¢ chamada de
“periodo critico do desenvolvimento” sendo caracterizado pelo crescimento rapido, maturacao de
orgaos e sistemas, replicacao e diferenciacao celular (DOBBING; SANDS, 1985).

Quando um estimulo ou insulto ambiental, como a desnutrigdo, ¢ aplicado durante o
periodo critico de desenvolvimento, pode haver alteragdes do crescimento que terdo efeitos
subseqiientes na vida adulta (HALES; BARKER, 1992). O termo utilizado para descrever este
processo ¢ “programacgao” (LUCAS, 1991). Virios estudos tém demonstrado que a falta de
nutrientes durante a vida fetal e neonatal tem repercussoes tardias no filhote (HALES; BARKER,
1992; LAW, 1996; BARKER et al, 2002; BARRETO-MEDEIROS et al, 2004; BARROS et al,
2006). Por exemplo, em ratos, a desnutricdo protéica durante a gestagdo induz hipertensdo nos
filhotes na fase adulta (LANGLEY; JACKSON, 1994). A desnutricdo no periodo critico de
desenvolvimento do sistema nervoso, que ¢ o periodo de lactagdo, induz efeitos permanentes
sobre o tamanho do cérebro, nimero de neurdnios, comportamento, aprendizagem e memoria
(DOBBING; HOPEWELL, 1971; SMART, 1981; DOBBING; SANDS, 1985). A desnutrigao no
periodo neonatal altera a ontogénese reflexa, o crescimento somatico, a resposta ao tratamento

com anti-depressivos, 0 comportamento agressivo € o padrdo de atividade locomotora de ratos



adultos (BARRETO-MEDEIROS et al, 2002; BARRETO-MEDEIROS et al, 2004; BARROS et
al, 2006).

Em humanos, estudos epidemioldgicos tém relatado que a desnutricdo no periodo fetal e
na infincia predispde o individuo adulto a doengas cardiovasculares e diabetes tipo II, ou aos
fatores de risco associados como a hipertensdo, intolerancia a glicose e hiperlipidemia
(FORSDAHL; WAALER, 1976; BARKER; OSMOND, 1986; BARKER et al, 1989; HALES et
al, 1991). Com base nestas observagoes, foi sugerida a hipotese da influéncia fenotipica (Thrifty
phenotype hypothesis), na qual o organismo se adapta a um milleu intrauterino adverso
otimizando a utilizagdo de nutrientes para assegurar sua sobrevivéncia (HALES; BARKER,
1992). Se ha aumento na disponibilidade de nutrientes apds esse periodo critico, o organismo
pode apresentar alteragdes metabodlicas associadas a obesidade e diabetes tipo II (HALES;
BARKER, 1992).

Os exemplos citados indicam que a programacao na vida fetal ou pos-natal pode resultar
da sinalizagdo endogena ou exogena durante o periodo critico de desenvolvimento ou podem
também responder as alteragdes ambientais adversas. De qualquer forma, parece que o organismo
disponibiliza mecanismos adaptativos de forma a resistir aos insultos. Estes insultos engatilham
mecanismos de programacao que podem ecoar adversamente na vida ulterior.

Evidéncias de possiveis efeitos decorrentes da desnutricdo em orgaos da fonagao, como a
laringe, ainda sdo pouco conhecidas, porém a laringe ¢ bem estudada (HARRISON, 1995;
ZEMLIN, 2000; LE HUCHE; ALLALLI, 2005). A laringe ¢ um componente intrinseco do sistema
respiratorio, funciona como uma valvula, impedindo que o ar escape dos pulmdes e que
substancias atipicas a penetrem (ZEMLIN, 2000). Também promove a fixagdo toracica,
facilitando as atividades que exijam pressoes abdominais (ZEMLIN, 2000). Outra funcdo ¢ a

producao sonora (ZEMLIN, 2000). A laringe ¢ capaz de promover numerosos ajustes em ampla



gama de freqiiéncia e intensidade, em rapida velocidade (ZEMLIN, 2000; LE HUCHE; ALLALI,
2005).

A laringe humana ¢ semelhante morfologicamente e funcionalmente a de outros
mamiferos (HARRISON, 1995; GORTI et al, 1999; RODMAN, et al, 2002; SANTOS et al,
2003; MAIER, 2004; MARCELINO; OLIVEIRA, 2005; DUARTE, et al, 2006), apesar de
existirem algumas variagdes morfoldgicas adaptadas ao estilo de vida e ao tipo de dieta
consumida (HARRISON, 1995; LE HUCHE; ALLALI, 2005). A laringe de rato, por exemplo, ¢
empregada como um modelo experimental para fala, porque sua forma ¢ semelhante a da laringe
humana, permitindo algumas comparagdes de seus comportamentos vocais (DUARTE et al,
2006).

O periodo, que compreende as fases pré-natal e neonatal, é de intenso crescimento para a
laringe e pode ser considerado como um periodo critico para o desenvolvimento dessa estrutura
(MOORE; PERSAUD, 2000; BEHLAU, 2001). A laringe humana forma-se entre a 4* ¢ 10*
semana do desenvolvimento embrionario humano, estando totalmente formada no 3° més
gestacional (MOORE; PERSAUD, 2000; ZEMLIN, 2000; BEHLAU, 2001; LE HUCHE;
ALLALI, 2005). No nascimento, a laringe humana encontra-se completa apesar de sofrer
modificagdes morfofuncionais durante toda a vida (ECKEL et al, 2000; ZEMLIN, 2000;
BEHLAU, 2001; LE HUCHE; ALLALI, 2005). Do nascimento a fase adulta a laringe aumenta
suas dimensdes, aumenta o angulo da tiredide, tem as pregas vocais alongadas, afiladas e
diferenciadas e o musculo vocal cresce em tamanho (YAMASHITA, 1997; ECKEL et al, 1999;
ECKEL et al, 2000; ZEMLIN, 2000; BEHLAU, 2001; HARTNICK; REHBAR; PRASAD,
2005).

A laringe parece ser sensivel as adversidades ambientais, e o periodo neonatal ¢ um

periodo de intenso desenvolvimento. Estudos que evidenciam os efeitos da desnutrigdo na



estrutura da laringe ainda ndo sdo conhecidos. Nery et al (2002) relatam um estudo de caso de
desnutri¢do secundéria a anorexia nervosa, na qual, apresentou efeitos funcionais na laringe
(qualidade vocal rouca, loudness reduzida e ritmo de fala mondtono). Assim a desnutri¢ao

influencia a fung¢ao laringea a curto-prazo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Anatomicamente, a laringe ¢ uma estrutura impar, oca, musculo-cartilaginea, localizada
na linha mediana, na regido anterior do pescogo entre a extremidade superior da traquéia e 0 0sso
hioide, entrando em comunicagdo com a faringe através do adito da laringe (HARRISON, 1995;
ZEMLIN, 2000). Em humanos possui localizacdo ao nivel da 6 a 7* vértebra cervical, variando
de acordo com o sexo, idade, posi¢do de cabeca e atividade (ZEMLIN, 2000). Possui as fungdes
de protecao das vias aéreas inferiores contra substancias atipicas, auxilia na degluti¢do, promove
a fixacdo tordxica necessaria as atividades que exijam pressoes abdominais e produgdo sonora
(ZEMLIN, 2000; LE HUCHE; ALLALI, 2005).

A laringe humana ¢ semelhante morfologicamente e funcionalmente a de outros
mamiferos, sendo a laringe de rato a mais empregada como um modelo experimental para a fala
(HARRISON, 1995; GORTI et al, 1999; RODMAN, et al, 2002; SANTOS et al, 2003; MAIER

2004; MARCELINO; OLIVEIRA, 2005; DUARTE, et al, 2006).

2.1 Anatomia macroscopica da laringe

A laringe humana ¢ composta de 5 cartilagens principais, 11 musculos intrinsecos e 16
extrinsecos, 3 laminas aponeurdticas, 3 ligamentos, submucosa e uma cobertura mucosa
(ZEMLIN, 2000; BEHLAU, 2001; LE HUCHE; ALLALI, 2005). E irrigada pelas artérias e veias
tiredideas superiores e inferiores e seus ramos laringeo superior e inferior, e inervada pelos
nervos laringeo superior e inferior (BEHLAU, 2001; LE HUCHE; ALLALI, 2005). Sendo
musculo-cartilaginea, a armacgdo estrutural da laringe consiste de cartilagens, membranas e
ligamentos (figuras 1 e 2). Trés cartilagens sdo impares e grandes: epiglotica, tiredide e cricdide;

outras trés sdo pares e menores: aritenoides, corniculadas e cuneiforme (ZEMLIN, 2000;



BEHLAU, 2001). Em animais, essas cartilagens pares variam de tamanho e configurag¢ao
dependendo da idade e espécie do animal (HARRISON, 1995). Duas outras nem sempre sao
encontradas: triticeas e sesamodides (BEHLAU, 2001). Distribuidas pelas por¢des da laringe,

algumas das cartilagens serdo abordadas a seguir.

Epiglote

Ozzo hidide

L&mina da cartilagem tiredide

Membrana tireo-hididea

Proeminéncia laringea

Linha abliqua

Ligamento cricatiredideo

Cartilagem ericdide

Traquéia

i

EHauartiz
Figura 1: Visao lateral direita da laringe humana evidenciando as cartilagens.
Fonte: NETTER, 1999.



Ozso hidide

Epiglote

Corno superior da cartilagem tiredide

flembrana tireo-hididea

] . Lamina da cartilagem tiredide
Cartilagem corniculada

Cartilagern aritendide

Ligamento vozal

Corno inferior da cartilagemn tiredide

Cartilagem cricdide

it

ExHouartis
Figura 2: Visdo posterior da laringe humana evidenciando as cartilagens.

Fonte: NETTER, 1999.

A epiglote ¢ uma estrutura flexivel por ser formada por cartilagem elastica. Tem a forma
de folha, onde sua porcao superior ¢ ampla, arredondada e delgada, a porcao inferior € estreita e
pediculada, chamada de peciolo. A epiglote humana auxilia no processo de degluticao impedindo
que o alimento penetre nas vias aéreas inferiores (ZEMLIN, 2000; BEHLAU, 2001). Além dessa
funcdo nos mamiferos, a epiglote ¢ bem desenvolvida e tem forma esférica projetando-se dentro
da nasofaringe permitindo a respiracdo, evidenciando o olfato, durante a alimentagdo
(HARRISON, 1995).

A cartilagem tiredide é impar e a maior da laringe. E formada por duas ldminas com

prolongamentos um superior e outro inferior (cornos superiores € inferiores) que se unem na



linha mediana formando o angulo da tiredide (ZEMLIN, 2000). Une-se a cartilagem cricéide
através dos ligamentos cricotireéideo mediano e os dois cricotiredideo lateral (ZEMLIN, 2000).

A cartilagem cricoide ¢ impar e situa-se acima do primeiro anel traqueal. Tem a forma de
um anel de sinete, com um arco anterior € uma lamina posterior quadrada (ZEMLIN, 2000). Em
cada lado do arco existem facetas articulares ovais para a articulagdo diartrodial com os cornos
inferiores da cartilagem tiredide (ZEMLIN, 2000). Liga-se a traquéia através do ligamento
cricotraqueal (ZEMLIN, 2000).

As cartilagens aritendides sdo pares, e situam-se na margem inclinada do anel da
cartilagem cricoide. As aritenoides assemelham-se a uma piramide com uma base, um apice e
trés faces (ZEMLIN, 2000). Possuem dois angulos principais, dos quais um gera o processo vocal
local de inser¢do da prega vocal, outro o processo muscular onde se insere os musculos
cricoaritenoideo lateral e cricoaritendideo posterior (ZEMLIN, 2000).

A musculatura laringea, formada por fibras musculares esqueléticas, ¢ dividida
regionalmente em musculos intrinsecos e extrinsecos (ZEMLIN, 2000). Os musculos intrinsecos
possuem origem e insercao na laringe, enquanto os extrinsecos possuem apenas a origem ou a
insercao na laringe (figura 3) (BEHLAU, 2001). O musculo que compde as pregas vocais de
humanos e roedores ¢ intrinseco, o tireoaritendéideo, acompanhado de um ligamento vocal que ¢

continuo com o cone elastico (ZEMLIN, 2000; DUARTE et al, 2006).
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Figura 3: Musculos intrinsecos da laringe, entre eles o0 musculo tireoaritendideo - visdo superior.
Fonte: NETTER, 1999.

Ligamento wocal

Tendo por referéncia as pregas vocais e a direcao supero-inferior, a laringe dos mamiferos
¢ dividida metodologicamente em trés cavidades: supraglote (acima das pregas vocais), infraglote
(estruturas abaixo da das pregas vocais at¢ a margem inferior da cartilagem cricdide ou até o
primeiro anel traqueal) e glote (limitada pelas pregas vocais) (ZEMLIN, 2000).

A regido supragldtica, em humanos, ¢ subdividida em duas outras partes: vestibulo da
laringe (por¢ao entre as pregas vestibulares e o adito da laringe) e ventriculo (por¢ao entre as
pregas vestibulares e vocais) (ZEMLIN, 2000). A diferenca dessa regido dos humanos para os
roedores ¢ que estes ndo possuem o ventriculo laringeo (DUARTE et al, 2006). A regido

subgldtica ou infraglote da laringe em corte frontal parece mais estreita no nivel das pregas



vocais e mais larga para baixo, dando uma forma de cone (KUTTA; STEVEN; PAULSEN,
2006). Na glote encontram-se as pregas vocais, projetadas como prateleiras na cavidade laringea.
As pregas vocais sdo faixas longas, lisas e arredondadas de tecido muscular que podem ser
alongadas, encurtadas, tensionadas ou relaxadas e abduzidas ou aduzidas (FRIEDRICH; KAINZ;
FREIDL, 1993; ZEMLIN, 2000).

As pregas vocais situam-se abaixo das pregas vestibulares (ZEMLIN, 2000), estas se
encontram ausentes nos roedores (DUARTE et al, 2006). Originam-se na cartilagem tiredide,
perto do angulo e abaixo da incisura tire6idea convergindo para a comissura posterior se fixando
na face antero-lateral das cartilagens aritendides, sendo as margens mediais livres (ZEMLIN,
2000). As pregas vocais diferem entre os sexos em comprimento e largura, tendo também seu

comprimento uma relagao positiva com a altura do individuo (XIMENES FILHO et al, 2003).

2.2 Morfologia microscopica da laringe

Toda a cavidade laringea ¢ revestida por mucosa (ZEMLIN, 2000). Em humanos, a
mucosa da laringe € constituida por epitélio cilindrico ciliado pseudo-estratificado, o epitélio
pavimentoso e estratificado, e o epitélio malpigiano formado por células que sofre diferenciacao
progressiva das camadas profundas para as superficiais (LE HUCHE; ALLALI, 2005). As zonas
de fortes pressoes fisicas como a mucosa da face anterior e superior da face posterior da epiglote,
a porcao superior das pregas ariepigloticas e a face medial das pregas ventriculares e das pregas
vocais sdo revestidas por epitélio escamoso estratificado ndo queratinizado (SANTOS et al,
2003). O restante da laringe ¢ revestida por epitélio cilindrico ciliado, cujos cilios ajudam a
remover os acumulos de muco e material estranho da parte inferior do trato respiratério em

movimentos na dire¢do das pregas vocais (ZEMLIN, 2000; LE HUCHE; ALLALI, 2005).



A prega vocal ¢ composta de mucosa e musculo (RAMOS et al, 2005). A mucosa ¢
dividida em epitélio e lamina propria (RAMOS et al, 2005). A lamina propria ¢ subdividida em
trés camadas (superficial, intermediaria, e profunda), com aumento crescente em rigidez:
superficial, média e profunda (YAMASHITA, 1997, RAMOS et al, 2005). Esta estrutura
estratificada ¢ para facilitar a fonagdo (YAMASHITA, 1997). Cada camada tem as propriedades
fisicas baseadas no alinhamento e na distribuicio do coldgeno e das fibras eldsticas
(HARTNICK; REHBAR; PRASAD, 2005). A camada superficial ¢ uma camada solta e flexivel,
sendo a que mais se desloca e vibra durante a fonacdo (RAMOS et al, 2005). A camada
intermediaria da lamina propria fica abaixo da superficial ¢ mais densa, composta de fibras
elasticas (RAMOS et al, 2005). A camada profunda ¢ mais rigida, sendo formada por fibras
colagenas contendo vasos sanguineos e tecido linfatico difuso (RAMOS et al, 2005).

As camadas intermedidria e profunda ndo definem entre si esse limite, sendo chamado
entdo, de ligamento vocal, possuindo um decréscimo de fibras elasticas e um crescimento de
fibras colagenas em dire¢do ao musculo vocal (RAMOS et al, 2005). Porém, quando utiliza-se a
imunohistoquimica se observa quantidade semelhante de fibras elésticas nas camadas, pois esse
procedimento € capaz de identificar todas as formas de fibras eldsticas (RAMOS et al, 2005). A
distribui¢do dessas fibras ¢ longitudinal e paralela a borda livre da prega vocal. Assim como os
capilares sanguineos da borda livre (RAMOS et al, 2005). A lamina propria da prega vocal €
importante na produ¢do da voz. As fibras elasticas concentram-se principalmente na camada
intermediaria da prega vocal. A camada superficial contém inumeras fibras elasticas pequenas,
imaturas, compostas predominantemente de elaunin e oxytalan. Por ndo se distenderem e por
serem mais resistentes ao estresse mecanico, as fibras oxytalan seriam mais abundantes na
camada superficial (HAMMOND et al, 1997). Enquanto as fibras de elaunin concentram-se

principalmente na camada intermediaria da prega vocal (HAMMOND et al, 1997).



Em roedores, o epitélio da laringe ¢ bastante discutido, por existirem varios tipos. A
supraglote de roedores possui epitélio colunar pseudo-estratificado ciliar (GORTI et al, 1999),
com glandulas seromucosas no tecido conjuntivo na supraglote (MARCELINO; OLIVEIRA,
2005), glandulas tubuloacinous e células globosas (GORTI et al, 1999), vasos sanguineos
(MARCELINO; OLIVEIRA, 2005) e células linfaticas na supraglote (GORTI et al, 1999;
MARCELINO; OLIVEIRA, 2005).

A infraglote de roedores apresenta epitélio colunar pseudo-estratificado ciliar (GORTI et
al, 1999; MARCELINO; OLIVEIRA, 2005) e paredes divididas em trés ou quatro camadas, que
incluem fibras coladgenas e eldsticas em que as glandulas seromucosas sdo encaixadas (KUTTA;
STEVEN; PAULSEN, 2006) e o plexo capilar subepitelial (KUTTA; STEVEN; PAULSEN,
2006).

O epitélio da glote de roedores ¢ diversificado, identificando a transi¢do entre os tecidos
(DUARTE et al, 2006). O epitélio da por¢ao ventral da glote ¢ pseudoestratificado ciliado, perto
da extremidade livre das pregas vocais o epitélio € colunar estratificado pequeno, na porcao
mediana das pregas vocais o epitélio € escamoso estratificado e na por¢ao dorsal da glote o
epitélio € estratificado que pode ser prismatico ou escamoso dependendo da area examinada
(DUARTE et al, 2006). Para outros autores o epitélio encontrado na por¢ao mais superficial da
prega vocal da regido glotica dos mamiferos (ratos e porquinho da india) é escamoso estratificado
nao queratinizado (GORTI et al, 1999; SANTOS et al, 2003; MARCELINO; OLIVEIRA, 2005;
DUARTE et al, 2006).

As pregas vocais dos roedores, assim como as dos humanos, possuem camadas. As
camadas recebem denominacdes de acordo com a sua localizagdo (DUARTE et al, 2006). Mais
internamente ao epitélio encontra-se o tecido conectivo frouxo com fibroblastos e células

colagenas, infiltrado linfatico dentre elas macrofagos e vasos sanguineos com eosinéfilos



(GORTT et al, 1999; SANTOS et al, 2003; MARCELINO; OLIVEIRA, 2005; DUARTE et al,

2006).

2.3 Desenvolvimento e crescimento da laringe

A laringe humana forma-se entre a 4* ¢ 10* semana do desenvolvimento embrionario
humano, estando totalmente formada no 3° més gestacional (MOORE; PERSAUD, 2000;
ZEMLIN, 2000; BEHLAU, 2001; LE HUCHE; ALLALI, 2005). A origem da laringe ¢ mista,
endodérmica e mesodérmica. Sua mucosa tem origem endodérmica, sendo derivada do intestino
cefalico. As cartilagens e musculos tem origem do mesénquima (MOORE; PERSAUD, 2000;
ZEMLIN, 2000; BEHLAU, 2001).

No nascimento, a laringe humana encontra-se completa apesar de sofrer modificagdes
morfofuncionais durante toda a vida (ZEMLIN, 2000; BEHLAU, 2001; LE HUCHE; ALLALI,
2005). Existem diferencas anatdomicas em aspectos selecionados do trato vocal na infancia (figura
4) e na idade adulta (figura 5). Ao nascimento a posi¢do da laringe ¢ alta, a epiglote atinge a
rinofaringe permitindo a simultaneidade da respiragdo com a degluticio (LE HUCHE; ALLALI,
2005). Na infancia o trato vocal € pobre para a fonacao, ¢ curto e em funil, a epiglote ¢ ereta e em
omega, a laringe tem posicao alta no pescoco (altura da vértebra C3), a luz em forma de “T”, suas
cartilagens de tecido conjuntivo, encontram-se mais proximas, o angulo da cartilagem tiredide
apresenta 110° nos meninos e 120° nas meninas, a cricéidea tem forma circular, o processo vocal
da cartilagem aritendidea estd anteriorizado, as pregas vocais s@o curtas e grossas (2,5 a 3mm no
nascimento, atigindo 5 mm no primeiro ano de vida e § mm aos seis anos) (LE HUCHE;
ALLALI 2005). A propor¢ao entre glote membranosa e cartilaginea ¢ 1:1 e o musculo vocal
possui fibras finas (ZEMLIN, 2000; BEHLAU, 2002). A mucosa das pregas vocais ¢ espessa na

infancia, as camadas sdo pouco diferenciadas e ligamento vocal imaturo (diferencia-se até os 4



anos de vida), porém com o desenvolvimento, sua estrutura interna amadurece e o epitélio

apresenta-se mais delgado durante a puberdade (ECKEL et al, 1999; ECKEL et al, 2000).
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No periodo neonatal e na infidncia a lamina propria da prega vocal se desenvolve,

diferenciando suas camadas aos sete anos de vida em humanos (HARTNICK; REHBAR;



PRASAD, 2005). Aos dois meses de idade iniciam os primeiros sinais de diferencia¢ao bilaminar
das laminas propria (HARTNICK; REHBAR; PRASAD, 2005). Entre os 11 meses ¢ 5 anos,
observa-se uma estrutura bilaminar e uma regido com poucas células préximo ao musculo vocal.
Aos 7 anos de idade ¢ possivel se observar as diferengas de densidade celular entre as camadas. A
composicao diferencial entre as fibras eldsticas e colagenas nao completa até os treze anos, sendo
amadurecida durante a adolescéncia (HARTNICK; REHBAR; PRASAD, 2005). Aos 17 anos, a
diferenciacdo das camadas ¢ mais evidente (YAMASHITA, 1997).

Na idade adulta o trato vocal encontra-se desenvolvido sendo adequado a fonagdo. O trato
vocal ¢ largo e em trapézio, a epiglote ¢ alargada, encontrando-se deitada sobre a lingua, a laringe
tem posicao mais baixa no pescoco (altura da vértebra C7), a luz em forma de circulo, suas
cartilagens, calcificadas, encontram-se mais difusas, o angulo da cartilagem tiredide apresenta
90° nos meninos e 110° nas mulheres, a cricoide tem forma circular nas mulheres e oval nos
homens, o processo vocal da cartilagem aritendidea estd posteriorizado, as pregas vocais sao
longas e afiladas, a estrutura da mucosa ¢ menos espessa, arquitetura histologica definida,
ligamento vocal maduro, fibras com distribui¢cdo paralela, a propor¢ao entre glote membranosa e
cartilaginea ¢ 1:2, o musculo vocal possui fibras desenvolvidas (ZEMLIN, 2000; BEHLAU,
2002; LE HUCHE; ALLALL 2005).

Durante o desenvolvimento e o crescimento dos sistemas fisiologicos, que envolve as
fases fetal, neonatal ¢ primeira infancia, uma alimenta¢ao balanceada ¢ essencial (FILHO;
RISSIN, 2003). A ocorréncia de distirbios nutricionais durante estas fases, entdo chamadas de
“criticas do desenvolvimento” (DOBBING, 1970), pode induzir danos que permanecem durante

toda a vida, sendo esse fendmeno denominado “programacao” (LUCAS, 1991).



2.4 Programacio

O termo “programacao” ¢ utilizado para descrever o processo pelo qual um estimulo ou
insulto, quando aplicado no periodo critico do desenvolvimento, tem efeitos permanentes sobre a
estrutura e fungdes do organismo (LUCAS, 1991). A programac¢do ¢ um fendmeno bioldgico ja
bem conhecido. Por exemplo, o consumo de alcool por ratas gestantes causa redugdo de peso ao
nascer e menor taxa de crescimento dos filhotes (PONNAPPA; RUBIN, 2000). A administracao
cronica de citalopran, um anti-depressivo inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina, reduziu o
comportamento agressivo de ratos adultos (MANHAES-DE-CASTRO et al, 2001). O uso de
outro anti-depressivo, a fluoxetina, durante a lactagdo, reduziu o comportamento depressivo de
ratos adultos (MENDES-DA-SILVA et al, 2002). O tratamento neonatal com naloxane, um
opidide enddgeno, durante o periodo critico de desenvolvimento dos testiculos, aumenta a
populagdo das células de Sertoli ¢ a producdo de esperma em ratos adultos (DA SILVA,
VIEIRA et al, 2006).

Estudos epidemioldgicos demonstram que a falta ou escassez de nutrientes durante a
gestacdo causa baixo peso ao nascer (BARKER; OSMOND, 1986; BARKER, OSMOND et al,
1989; HALES; BARKER, 1992; LAW, 1996; CHUKWUMA; TUOMILEHTO, 1998). Foi
igualmente observado que criangas com baixo peso ao nascer tinham mais chances de
desenvolver, quando adultos, intolerancia a glicose e diabetes mellitus tipo 2 ¢ o dobro de
chances de desenvolver doengas coronarianas, como, hipertensao e hiperlipidemia (HALES;
BARKER, 1992; LAW, 1996; HALES, 1997). Com base nessas observagdes surgiu a “hipdtese
do fenotipo poupador” (Thrifty phenotype hypothesis), ou hipotese fenotipica, numa tentativa de
expandir a teoria do periodo critico do desenvolvimento (HALES; BARKER, 1992). A Hipotese
fenotipica sugere que o organismo se adapta a um milleu intrauterino adverso otimizando a

utilizacdo de nutrientes para assegurar sua sobrevivéncia (HALES; BARKER, 1992). Assim,



parece que ha forte associacdo entre o estado nutricional durante os periodos criticos de
crescimento e desenvolvimento de sistemas fisiologicos e o aparecimento de disfungdes
metabdlicas no periodo adulto.

As repercussoes nos sistemas fisiologicos vao depender do periodo, gestagdo ou lactacao,
em que ocorreu o déficit nutricional. A escassez de nutrientes durante a lactacdo provoca a
diminuicao no crescimento corporal e altera a estrutura craniofacial entre o final da primeira e o
inicio da segunda semana de vida de ratos (SILVA, 2006), assim como a taxa de crescimento de
ratos (WIDDOWSON; MCCANCE, 1975). O ganho de peso durante a infincia ¢ menor em
individuos que sofreram restri¢do nutricional durante a lactagdo (PETRY, OZANNE, HALES,
2001). Contudo, se o aporte energético melhora, hd uma aceleragao do ganho de peso durante a
adolescéncia ¢ a fase adulta de forma a compensar esse déficit de crescimento (HALES;
BARKER, 1992). Tal fendmeno ¢ chamado de catch-up de crescimento, e a sobrecarga
metabolica pode alterar a funcionalidade de alguns orgdos, a exemplo do pancreas (HALES;
BARKER, 1992; OZANNE; HALES, 2002).

Alteragdes nutricionais no periodo critico do desenvolvimento ocasionam uma
redistribui¢do da fonte metabdlica de modo que haja uma protecdo ao cérebro com relacdo aos
outros orgdos (OZANNE; HALES, 2002; LUMBERS; YU; GIBSON, 2001) como figado,
pancreas ¢ musculo (OZANNE; HALES, 2002). O sistema nervoso, mesmo sendo poupado, ¢
afetado pela desnutricio (OZANNE; HALES, 2002). Em humanos, estudos prospectivos
observam que a populagdo pediatrica submetida a desnutrigdo em estadgios vulneraveis de
desenvolvimento podem desenvolver seqiielas neuroldgicas a longo prazo (DOBBING, 1970),
como atraso no desenvolvimento da linguagem que mesmo apds intervengdo apresentam

recuperagao modesta (GRANTHAM-MCGREGOR; SCHOFIELD; POWELL, 1987).



Pesquisas com animais confirmam as observagdes no sistema nervoso em humanos. A
desnutri¢do durante a gestacdo e no periodo neonatal programa o nivel da atividade do eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal, aumenta os niveis de glicocorticdéides na circulacdo sangiiinea,
durante toda a vida do individuo (PHILLIPS, 2001), alteracdes na organizagao e mielinizagdo do
nervo optico (ALMEIDA et al, 2005), retardo do desenvolvimento normal das “vias auditivas do
tronco encefalico”, diminuindo a transmissdao do impulso do nervo auditivo (ROCINHOLI et al,
2001a) e diminui¢do da transducdo auditiva no o6rgdo de Corti (ROCINHOLI et al, 2001b;
WAITZBERG et al, 1989), alteracdes duradouras na funcao da neurotransmissdo serotoninérgica
(MEDEIROS; SILVA; SOUGEY et al, 2001), menor dispersdao neuronal e maior densidade de
neurdnios por mm’ (ZANIN et al, 2003), anormalidades no desenvolvimento do sistema
dopaminérgico e fungdo hipocampal (CHEN et al, 1995). Também se notou dificuldade em testes
de aprendizagem, devido a baixa ingestdo protéica, que se propagam por geracdes de ratos
mesmo apos a recuperagao nutricional (STEWART et al, 1980).

No sistema muscular a desnutri¢do também causa diversas alteragdes. Constantemente os
musculos remodelam para adequarem-se as suas fungdes. As alteragdes acontecem nos seus
diametros, comprimento, for¢a, e até mesmo os tipos de fibras musculares sdo ligeiramente
alterados (GUYTON; HALL, 2002). Utilizando o rato como modelo experimental, observou-se
que a desnutrigdo neonatal acarreta deficiéncia na atividade locomotora, comportamento
exploratério ¢ no desenvolvimento sensorio-motor (BARROS, 1999), diminui¢do da forga
muscular, alteragdes irreversiveis no desenvolvimento do tecido muscular (BARROS et al, 2004),
alteragdes morfoldgicas no coragdo aos 30 e 71 dias de vida (TOSCANO, 2004), diminui¢ao o
perimetro das camadas musculares do es6fago em ratas mesmo apoOs a recuperacao nutricional

(SILVA, 2006).



A laringe pode sofrer alteragdes decorrentes das adversidades ambientais, como a
desnutrigdo, tanto em sua fungdo, como em sua estrutura macroscopica e microscopica. Pois, o
tecido muscular sob influéncia da desnutricdo apresenta alteragdes irreversiveis no
desenvolvimento do tecido muscular de diversos 6rgdos como a diminuicdo da for¢ca muscular
(BARROS, 1999; TOSCANO, 2004; SILVA, 2006). Em relato de caso de desnutri¢dao secundaria
a anorexia nervosa observou-se reducdo da loudness, qualidade vocal rouca e ritmo de fala
monotono (NERY et al, 2002). Animais cujas maes sofreram déficit de vitamina A durante a
gestacdo apresentaram ma-formacdo das cartilagens da laringe e traquéia, e fistula
laringoesofagica (TETEYA et al, 2007).

Os estudos relacionados a desnutri¢ao durante o periodo critico do desenvolvimento tém
contribuido para o entendimento das alteragdes de diversos orgdos. Contudo ainda ndo se tem
relatado na literatura as repercussdes precoces ou tardias da desnutricdo em 6rgdos da fonagao,

como a laringe.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar possiveis efeitos da desnutrigdo neonatal por dieta hipoprotéica na morfologia da

laringe de ratos aos 22 e 60 dias de idade.

3.2 Objetivos especificos

e Mensurar as dimensdes supero-inferior, latero-lateral e antero-posterior da laringe de ratos

aos 22 e 60 dias de idade que foram submetidos a desnutri¢ao neonatal

e Analisar qualitativamente as estruturas microscopicas presentes na supraglote, glote e

infraglote

e Mensurar:
o A espessura do epitélio da prega vocal
o O diametro do nucleo das células do epitélio da prega vocal

o A espessura das camadas superficial, média e profunda da prega vocal



HIPOTESES




4 HIPOTESES

e A desnutricao neonatal influéncia o crescimento das estruturas macro € microscopicas da

laringe do rato a curto e a longo prazo.

@)

Diminui as dimensdes horizontais da laringe, em curto prazo

Modifica o epitélio da supraglote a longo prazo.

Reduz o diametro do nucleo das células do epitélio a longo prazo.

Reduz a espessura do epitélio e da camada intermedidria da prega vocal a longo

prazo.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Animais

Foram utilizados ratos albinos da linhagem Wistar da colonia de criagdo do Departamento
de Nutrigdo da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram mantidos em sala com
temperatura de 23 * 2°C, ciclo claro-escuro de 12/12h (luz das 6 as 18h) e livre acesso a

alimentacdo e agua (figura 6).

Figura 6: Acondicionamento dos animais em biotério sob condi¢des padroes de
temperatura, luminosidade e alimentagao.

Para obtenc¢do de neonatos, foram acasalados animais machos e fémeas (proporgao 1:2),
com idade entre 90 e 120 dias. As gestantes foram acomodadas individualmente em gaiolas e
foram rotineiramente observadas para registro do dia de nascimento dos filhotes. Um dia ap6s o
nascimento dos filhotes, as ninhadas foram ajustadas para 6 filhotes (machos), pesando entre 6 a
8 g cada. Este dia foi considerado como o primeiro dia de vida dos filhotes. Em seguida, as maes
receberam dieta a base de caseina para formacao dos diferentes grupos experimentais (tabela 1).

Apo6s o periodo de lactagdo, os animais foram transferidos para gaiolas (6 animais por gaiola) e



alimentados com dieta padrdao do biotério (52% de carboidratos, 21% de proteinas e 4% de

lipideos - LABINA) até a idade adulta (tabelas 2 e 3).

Tabela 1: Composi¢do da dieta LABINA (Purina Brasil) utilizada na alimentacao dos animais controle.

Ingredientes* Quantidade (g) Calorias (Kcal)
Proteina 23 92
Carboidratos 74,5 288
Gordura 2,5 22,5
Total 100 402,5

*Composigdo basica: milho, farelo de trigo, farelo de soja, farinha de carne, farelo de arroz cru, carbonato de célcio,
fosfato de bicélcico, sal, pré-mix.

Fonte: Purina Brasil

Tabela 2: Composicao de dieta experimental isocalorica com diferentes teores de proteina.

. Quantidade*

Ingredientes 8% 7%
Caseina 793 ¢ 1793 g
Mix Vitaminico 10g 10g
Mix Mineral 35¢ 35¢g
Celulose 50g 50g
Bitartarato de Colina 25¢g 25¢g
DL-Metionina 30g 30g
Oleo de Soja 70 ml 70 ml
Amido de Milho 7502 g 6502 g

*Quantidade para 1 kg de dieta.
Fonte: REEVES, 1997.

Tabela 3: Composi¢do centesimal de macronutrientes da dieta experimental isocalérica com

diferentes teores de proteina utilizada na alimenta¢ao dos animais durante a lactagao.

% Proteina

Macronutrientes 8% 7%
%g 100.00 100.00
Proteinas 8.10 17.30
Carboidratos 66.87 58.11
Lipideos 7.00 7.00
Fibras 1.25 5.00
Vitaminas 3.50 1.25
Minerais 5.00 3.50
Kcal 362.48 363.44

Fonte: FREITAS-SILVA, 2007.



Grupos Experimentais

Os grupos experimentais foram compostos por dois grupos (controle e desnutrido)
descritos a seguir:

Controle (C): formado por animais (n = 24) submetidos, durante a lactacdo, a dieta
normoprotéica (caseina a 17%),).

Desnutrido (D): formado por animais (n = 24) submetidos, durante 21 dias pos-natal

(periodo de lactacdo), a dieta isocaldrica deficiente em proteina (caseina a 8%).
Apo6s a lactagdo, os animais de ambos os grupos receberam dieta padrao do biotério

(LABINA).

Desenho Experimental
Os animais dos diferentes grupos experimentais foram sacrificados aos 22 ou 60 dias de

idade para a realizagdo dos estudos morfologicos e histologicos da laringe (Figura 7).

Grupo Controle
Caseina a 17% (n=24)

Gestagao Lactagdo | 22 dias 60 dias

Grupo Desnutrido Labina
Caseina a 8% (n=24)

Sacrificio (n=12) Sacrificio (n=12)

Figura 7: Desenho experimental representando a formacgdo dos diferentes grupos (controle e
desnutrido) quanto a manipulagdo da dieta e o periodo em que foram sacrificados. O numero de
animais sacrificados em cada idade (n=12) foi o mesmo para os diferentes grupos experimentais.



5.2 Avalia¢do da evolu¢io ponderal
Os filhotes foram diariamente pesados individualmente durante todo o periodo de
experimento (figura 8). O peso corporal dos animais foi registrado através de balanga eletronica

digital — Marte, modelo S-4000, com capacidade de 4kg e sensibilidade de 0,1g.

Figura 8: Pesagem do animal.

Ganho de peso corporal
Até os 22 dias de idade, o ganho de peso corporal (GPC) foi calculado através da seguinte

formula:

% GPC = (Pxx 100/P4) - 100

Onde:
% GPC = ganho de peso corporal em percentual
P« = Peso de cada dia subseqiiente

P, = Peso ao nascer



Dos 22 até os 60 dias de idade, o ganho de peso corporal (GPC) foi calculado através da

seguinte formula:

% GPC = (Pxx 100/P3,) - 100

Onde:

% GPC = Ganho de peso corporal em percentual

Py = Peso de cada dia subseqiiente

P», = Peso aos 22 dias

Taxa de crescimento

Baseado no peso absoluto a taxa de crescimento foi calculada a partir da férmula:

TC =Px—Px

Onde:
TC = Taxa de crescimento (em gramas)
P = Peso do dia anterior

Py = Peso de cada dia subseqiiente

5.3 Analise macroscopica da laringe

Procedimento para retirada dos orgaos

Aos 22 ou 60 dias de vida, os animais foram anestesiados com Ketamina (0,25 ml/100g
de peso corporal do animal) e Xilazina (0,25 ml/100g de peso corporal do animal) i.m., para a
retirada da laringe (figura 9). Inicialmente foi realizada incisdo na pele na regido toracica alta e

levantamento do retalho cutaneo toéraco-cervical para a retirada da laringe em bloco com a lingua



e parte da traquéia. Em seccdo posterior sobre o osso hidide e no nivel do quarto anel traqueal, a
laringe foi isolada dos demais orgdos (XIMENES FILHO et al, 2003). Em seguida, foi
inspecionada para analisar a integridade de mucosa e cartilagens (CRUZ et al, 2003). A regido da

laringe foi cuidadosamente dissecada (MARCELINO; OLIVEIRA, 2005).

D

Figura 9: Procedimento para retirada dos 6rgdos. A - Visualizagdo da laringe com a traquéia do
rato apds incisdo B - Remog¢ao da laringe com a lingua em bloco, C - Separagdo da laringe e
traquéia da lingua e hioide, D - Dissecagdo da laringe, E - Laringe dissecada.



Analise Morfométrica

A mensuracao da laringe foi realizada com paquimetro digital (BTS digital caliper) de
acuracia 0,01 mm, através das hastes para mensuracdo de superficies externas (PAES, 2002;
SILVA et al, 2005), seguindo as recomendagdes para o uso do paquimetro (SILVA; CUNHA,
2003). Para maior uniformidade nas respostas, pontos anatomicos foram definidos para a

mensuracao dos comprimentos (figura 10):

Da epiglote a cricdide: distdncia entre a margem superior da cartilagem epiglotica e a

margem inferior da cartilagem cricéidea.

Da tiredide a cricoide: distancia entre a margem superior da cartilagem tiredidea e a

margem inferior da cartilagem cricéidea (PAES, 2002).

Latero-lateral: distancia entre as margem superiores dos cornos superiores da cartilagem

tiredidea.

Antero-posterior: distdncia entre o ponto anterior e posterior da margem inferior da

cartilagem cricdidea.

Figura 10: Mensurac¢des da laringe, A-_Comprimento da tiredide a cricdide, B- Comprimento
latero-lateral, C- Comprimento Antero-posterior.



Apo6s a definicdo das dimensdes calculou-se o percentual de crescimento das dimensodes

mensuradas da laringe.

Variacao do crescimento (A)

Baseado das dimensdes dos comprimentos da epiglote a cricoide, tiredide a cricoide,
latero-lateral e antero-posterior, obtidas aos 22 e 60 dias de idade. A variagdo do crescimento (A)

em percentual foi calculada a partir da férmula:

AC= (C60X 100/C22)— 100

Onde:

A C = A crescimento em percentual

Cy2 = Comprimento de uma das dimensdes da laringe aos 22 dias de idade, em mm

Cgo = Comprimento de uma das dimensdes da laringe aos 60 dias de idade, em mm

5.4 Analise microscopica

Preparacio do tecido

O material foi lavado com soro fisiologico e posteriormente fixado em formolaldeido a
10% por 12 horas (PADOVANI-JUNIOR et al, 2006). Apds esta etapa, ocorreu desidratacdo em
bateria crescente de alcodis (70°, 80 °, 90 ° e 100°), diafanizacdo em xilol, imersdo e inclusdo em
parafina. Os banhos, em cada uma destas substancias duraram 15 minutos exceto o da parafina
que foi de 30 minutos (PAZ et al, 2001). De acordo com o método empregado, a fim de otimizar
o tempo de processamento dos tecidos, os Orgdos foram desidratados sob temperatura de 56° C,

para isto foi utilizada estufa Fanem, 315 SE. Em seguida, a laringe foi incluida em blocos de



parafina e submetida a microtomia em cortes coronais a laringe de 5 pm de espessura
(MARCELINO; OLIVEIRA, 2005) obtidos em micrétomo Leica, RM 2125RT. A laringe vocal
sofreu cortes coronais, perpendiculares a prega vocal (MARCELINO; OLIVEIRA, 2005).
Posteriormente, cada lamina foi corada com hematoxilina-eosina (H/E), conforme rotina
histolégica e montados entre lamina e laminula com resina sintética (Entellan-Merck)

(MARCELINO; OLIVEIRA, 2005; RAMOS et al, 2005; PADOVANI JUNIOR et al, 2006).
Analise histologica da laringe com as pregas vocais

A andlise foi realizada através de fotomicrografias dos cortes montados em laminas
histoldgicas capturadas por uma microcamera acoplada ao microscopio optico, Olympus BX41
(aumento de 400X), e transferidas ao computador através de um software de captura de imagem,
ATI-Tv Player, 6.3 (DUARTE et al, 2006). Foram analisados trés cortes de cada laringe, de seis
animais. Utilizou-se microscopio, Olympus BX41 (aumento de 400X), com objetiva 10x para a
analise da supraglote, glote e infraglote (MARCELINO; OLIVEIRA, 2005; GORTI et al, 1999;
DUARTE et al, 2006; SANTOS et al, 2003; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; RAMOS et al,

2005; PADOVANI JUNIOR et al, 2005).

Consideraram-se os critérios de presenca e auséncia. Considerando, para as analises, a

escala em percentual de estruturas encontradas em determinada regido:

90 - 100 % = +++++
70 - 90 % = ++++
50 — 70 % = +++

40 — 50 % =++

040 %=+



Analise histologica da supraglote e infraglote

A histologia da supraglote e infraglote analisada foi referente ao epitélio, glandulas,
células linfaticas e vasos sangiiineos segundo descri¢ao abaixo:

Epitélio: Epitélio estratificado pavimentoso na supraglote. Na infraglote o epitélio ¢
pseudo-estratificado cilindrico ciliado. O epitélio foi considerado estratificado pavimentoso
quando possui varias camadas celulares na qual as células vao se achatando a medida que se
aproximam da superficie. E considerado pseudo-estratificado cilindrico ciliado quando
apresentava uma camada de cé€lulas cilindricas com nucleos elipticos em vdrias alturas e cilios
(estruturas delgadas e curtas) direcionados para a luz laringea.

Gldndulas: Presenca de glandula formada por células mucosas caracterizadas por possuir
citoplasma abundante e pouco corado, nucleo achatado direcionado para a base da célula, imersa
em tecido conjuntivo.

Células linfaticas: Presenga de células linfaticas na supraglote. Sdo encontrados nddulos
linfaticos isolados no tecido conjuntivo frouxo das vias respiratorias. Sdo de estrutura esféricas
foramados por linféticos fortemente corados.

Vasos: Presenca de vasos sanguineos constituidos por epitélio simples pavimentoso, ou

seja, Unica camada celular de células achatadas de nucleo achatado.

Analise da glote

A histologia da glote analisada no que diz respeito ao epitélio, tecido conjuntivo, células
linfaticas e vasos sangiiineos segundo descri¢do abaixo:

Epitélio: Presenga de epitélio escamoso estratificado ndo queratinizado, caracterizado por
apresentar varias camadas de células, na qual as mais superficiais sdo achatadas de nucleo de

forma similar.



Tecido conjuntivo: Presenga de tecido conectivo frouxo com fibroblastos e células
colagenas caracteristico da prega vocal, sendo explanado adiante.

Células linfaticas: Presenca de células linféides dentre elas macréfagos, similar as regides
da supraglote e infraglote.

Vasos: Presenga de vasos sanguineos similar as regioes da supraglote e infraglote.

Analise da prega vocal

Através do programa, Scion Image, Beta 4.0.2, as imagens da prega vocal foram
submetidas a analise histologica (objetiva de 10x) para a mensuragdao das camadas e do didmetro
do nucleo da célula epitelial (objetiva de 40x) (figura 11).

Camadas da prega vocal:

Espessura do epitélio: Perimetro do epitélio escamoso estratificado nao queratinizado
encontrado na por¢do mais superficial da prega vocal. Distancia entre a por¢do mais externa da
célula epitelial mais superficial a por¢ao mais interna da célula epitelial mais profunda.

Didametro do nucleo das células epiteliais: analise do diametro do nucleo no eixo mais
longo e no mais curto.

Dimensdo da camada superficial: Definida como o tecido de forma homogénea localizada
nas adjacéncias do epitélio e que possua limites profundos bem definidos. Distancia entre a
porcao mais externa das células da camada superficial da prega vocal mais proxima ao epitélio
até a porcao mais interna das células mais profundas da camada superficial da prega vocal.

Dimensdo da camada intermedidria: Definida como a de forma homogénea que se
localizasse na adjacéncia da superficial. Distancia entre a por¢cdo mais externa das células da
camada intermedidria da prega vocal mais proxima a camada superficial da prega vocal até a

porc¢ao mais interna das células mais profundas da camada intermediaria da prega vocal.



Dimensdo da camada profunda: Localizada na regido da lamina propria que mantém
estreita relagdo com o musculo tireoaritenoideo. Distancia entre a por¢ao mais externa das células
da camada profunda da prega vocal mais proxima a camada intermediaria da prega vocal até a
por¢do mais interna das células mais profundas da camada profunda da prega vocal proximas ao

musculo vocal.

Figura 11: Mensuragdes da prega vocal: E — epitélio, Ne — nucleo do epitélio, Cs —
camada superficial, Ci — camada intermediaria, Cp — camada profunda. H/E (Objetiva 10x)

5.5 Consideracdes éticas
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da UFPE (n°

018527/2006-14). Para o correto manuseio dos animais, os pesquisadores foram devidamente

treinados e as normas de biosseguranca e do biotério foram rigorosamente seguidas.



5.6 Analise estatistica

Os valores estdo expressos em média e desvio padrdao (DP). Para comparagdo entre os
grupos nutrido e desnutrido foi utilizado o T-teste student de medidas independentes. Para a
comparacdo entre os grupos com relagdo a andlise de parametros morfologicos foi utilizado o
teste ANOVA two-way, seguido do teste de Bufferroni de comparagdes multiplas. O nivel de
significancia foi mantido em 5%. Toda a analise estatistica foi realizada utilizando o programa

GraphPad Prim 4 para Windows.
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6 RESULTADOS

A apresentacdo dos resultados esta dividida em duas partes: a primeira descreve a
evolucao ponderal dos filhotes até os 60 dias de idade, a segunda os resultados da anélise da

morfologia da laringe.

1 PARTE - Diagnostico da desnutri¢io protéica neonatal

O peso corporal ao nascer dos animais desnutridos foi semelhante ao controle (controle =
7,29 £ 0,56; desnutrido = 6,69 = 0.5). Durante o periodo de lactagdo, o peso corporal dos animais
foi progressivamente aumentando até os 22 dias de idade em ambos os grupos. Contudo, os
animais desnutridos apresentaram menor ganho de peso corporal a partir do 7° dia de vida quando
comparados ao controle (p<0.05) (figura 12A). Da mesma forma, os animais desnutridos
apresentaram uma menor taxa de crescimento no desmame (controle = 2.6 + 1.1 e desnutrido =

1.1 £0.5, p<0.05) (figura 12B).
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Figura 12: Efeito da desnutricdo neonatal sobre o peso corporal de ratos do nascimento aos 21
dias de vida. A - Ganho de peso corporal de animais controle e desnutrido. B- Taxa de
crescimento dos animais controle e desnutrido. Os valores estdo expressos em Média + DP. *
p<0.05

Aos 22 e 60 dias de idade, os animais do grupo desnutridos apresentaram um menor peso
corporal (aos 22 dias: controle = 61.18 = 7.23 e desnutrido = 29.61 £ 2.59, aos 60 dias: controle =
25593 + 13.89 ¢ desnutrido = 224.49 + 10.53, p<0.05). Contudo, aos 60 dias de idade, a
diferenca entre os grupos foi menor (12,2%) comparativamente aos 22 dias (figura 13 A e B). De
fato, os animais desnutridos apresentaram um maior ganho de peso corporal a partir do 30° dia de
vida, que se manteve até o 60° dia de vida (p<0.05) (figura 13 C). A taxa de crescimento aos 60

dias ndo diferiu entre os grupos (controle = 5,86 + 1,99, desnutrido = 5,8 + 1,9). Pode-se observar

o tamanho de alguns dos animais, aos 22 e aos 60 dias nas figuras 14 e 15.
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Figura 13: Efeito da desnutri¢do neonatal sobre o peso corporal de ratos do 22° ao 60° dia de
vida. A — Peso corporal no 22° dia de vida. B — Peso corporal ao 60° dia de vida. C - Ganho de
peso corporal de animais nutridos e desnutridos do 22° ao 60° dia de vida. Os valores estdo
expressos em Média + DP. * p<0.05.
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Figura 14: Proporcao corporal de ratos controle (A) e desnutridos (B) apds o desmame (22 dias
de vida).
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Figura 14: Proporcao corporal de ratos controle (A) e desnutridos (B) apds o desmame (60 dias
de vida).



2? PARTE — Morfologia da laringe

Aos 22 dias de idade, os animais do grupo desnutrido apresentaram reducdo nas
dimensdes antero-posterior e latero-lateral da laringe quando comparados ao controle. As
dimensodes verticais epiglote a cricoide, e tiredide a cricoide foram semelhantes ao controle
(tabela 4). As dimensoes da laringe reduzidas aos 22 dias (latero — lateral e antero — posterior)
dos animais desnutridos cresceram mais, considerando suas dimensdes aos 22 dias, que as
dimensodes restantes (epiglote-cricoide e tiredide-cricoide) (tabela 4). Aos 60 dias, ndo houve

diferenca entre os grupos em relagdo as dimensdes da laringe foram analisadas (tabela 4).

Tabela 4: Dimensdes macroscopicas da laringe de ratos (mm) submetidos ou ndo a desnutri¢ao

no periodo neonatal, aos 22 e 60 dias de vida.

22 dias de idade 60 dias de idade A crescimento (%)

Controle Desnutrido Controle  Desnutrido Controle Desnutrido

Epiglote-cricoide 4,6+0,3 4,5+0,5 6,4+0,3 6,2+0,3 41,9+11,0 41,4+15,1
Tiredide-cricoide 3,1+0,3 3,140,5 4,1+0,2 4,0+0,3 36,4£12,4  39,84223
Latero-lateral 4,5+0,3 3,9+0,2 * 5,840,2 5,7+0,4 32,246,1 52,6£6,9 *
Antero-posterior 2,24+0,2 1,8+0,2 * 3,1+£0,3 3,0+0,2 49,2+10,2  82,0+24,9 *

Valores expressos em Média = DP. *p < 0.05 vs controle.

Na andlise microscopica descritiva da laringe (n = 18), em corte frontal, os grupos nao
diferiram com relagdo aos tipos de estruturas apresentadas (tabela 5). A supraglote apresentou
epitélio estratificado pavimentoso em ambos os grupos (figura 16). Freqiientemente, nos animais
desnutridos, foi observado processo de queratinizacdo na por¢dao mais superior do epitélio da

supraglote (figura 17).



Tabela 5: Andlise qualitativa de caracteristicas histologicas da supraglote da laringe de ratos

submetidos a desnutricdo neonatal, com 22 ¢ 60 dias de vida.

22 dias de idade 60 dias de idade
Controle Desnutrido Controle Desnutrido
Epitélio estratificado pavimentoso -+ - - 4+
Queratinizagao - -+ ++ +++
Vasos sangiiineos -+ -+ - -+
Células linfaticas F++ A+ -+ -+
Glandulas -+ -+ +H+++ -+

+ presenga das caracteristicas. +++++ (100-90%), ++++ (70-90%), +++(50-70%), ++ (40-50%, +(0-40%)



Figura 16: Fotomicrografia da supraglote de ratos nutridos (A e C) e desnutridos (B e D) aos 22
(A e B) e 60 dias de idade (C e D). Os cortes evidenciam as estruturas analisadas: Cl — Células
linfaticas, Vs — Vaso sangiiineo, Eep — Epitélio estratificado pavimentoso, G — glandula. H/E
(Objetiva 10x).
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Figura 17: Fotomicrografia do epitélio pavimentoso estratificado queratinizado da supraglote de
rato aos 60 dias de idade do grupo desnutrido. H/E (Objetiva 40x).

Todas as estruturas analisadas da infraglote dos animais controles e desnutridos
apresentaram-se semelhantes (tabela 6). O epitélio encontrado foi pseudo-estratificado cilindrico
ciliado recobrindo o tecido conjuntivo. Neste encontram-se inclusos células linfaticas, um grande

numero de glandulas e vasos sangiiineos (figura 18).

Tabela 6: Analise qualitativa de caracteristicas histologicas da infraglote da laringe de ratos

submetidos a desnutricdo neonatal, com 22 ¢ 60 dias de vida.

22 dias de idade 60 dias de idade
Controle Desnutrido Controle Desnutrido
Epitélio pseudo estratificado +++++ ++++ +++++ +++++
cilindrico ciliado
Vasos sangiiineos -+ ++ -+ -+
Células linfaticas R A+ -+ 4+
Glandulas -+ -+ -+ 4+

+ presenga das caracteristicas. +++++ (100-90%), ++++ (70-90%), +++(50-70%), ++ (40-50%), +(0-40%)



Figura 18: Fotomicrografia da infraglote de ratos nutridos (A e C) e desnutridos (B e D) aos 22
(A e B) e 60 dias de idade (C e D). Os cortes evidenciam as estruturas analisadas: Cl — Células
linfaticas, Vs — Vaso sangiiineo, Epcc — Epitélio pseudo-estratificado cilindrico ciliado, G —
glandula. H/E (Objetiva 10x).

Na glote observa-se epitélio pavimentoso estratificado ndo queratinizado, mais
internamente se encontra o tecido conjuntivo frouxo que se subdivide em trés camadas: As
camadas superficial, intermediaria e profunda da prega vocal foram semelhantes entre os grupos.
Em ambos os grupos, as células linfaticas, glandulas e vasos sangliineos encontraram-se

presentes em grande parte dos animais, porém as glandulas e vasos sangiiineos em quantidade

reduzida (tabela 7) (figura 19).



Tabela 7: Analise qualitativa de caracteristicas histologicas da glote da laringe de ratos, com 22 e

60 dias de vida.
22 dias de idade 60 dias de idade
Controle Desnutrido Controle Desnutrido
Epitélio estratificado pavimentoso -+t -+t -+ ++++
Vasos sangiiineos +++ +++ -+ 4+
Células linfaticas - -+ -+ 4+
Glandulas ++ ++ ++ ++

+ presenga das caracteristicas. +++++ (100-90%), ++++ (70-90%), +++(50-70%), ++ (40-50%), +(0-40%)

As estruturas microscopicas das pregas vocais analisadas aos 22 dias de idade ndo
diferiram entre os grupos. Porém, aos 60 dias de idade, apos recuperagdo nutricional, os animais
apresentaram redu¢ao nas dimensoes da espessura do epitélio, didmetro do nticleo do epitélio e da

espessura da camada intermediaria (tabela 8) (figura 19).

Tabela 8: Dimensdes microscopicas (um) das estruturas da prega vocal da laringe de ratos

Wistar desnutridos no periodo neonatal.

22 dias 60 dias
Controle Desnutrido Controle Desnutrido
Espessura do epitélio 20,34+3,14 13,46+3,30 22,26+7,73 12,842,9*
Diametro do nucleo 1,47+0,32 1,45+0,30 1,73+0,25 1,22+0,37*
Camada superficial 35,83+5,97 51,24+18,37 38,2845,9 39,2248.9
Camada intermediaria 90,18+31,06 72,45+7,87 138,05+30,95 100,08+25,55*
Camada profunda 35,81+11,15 37,57+13,66 40,57+4,90 40,84+8,65

* Média + DP p < 0.05 vs controle.



Figura 19: Fotomicrografia da prega vocal de ratos nutridos (A e C) e desnutridos (B e D) aos 22
(A e B) e 60 dias de idade (C e D), apresentando reducdo do diametro do nucleo do epitélio, da
espessura do epitélio e da camada intermedidria nos animais desnutridos aos 60 dias de vida. Os
cortes evidenciam as estruturas analisadas: E — epitélio, Ne — Nucleo do epitélio, Cs — Camada
superficial, Ci — Camada intermediaria, Cp — Camada profunda, Vs — Vaso sangiiineo, G —
Glandula. H/E (Objetiva 10x).
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7 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da desnutri¢do durante a lactacdo na
morfologia macro e microscopica da laringe de ratos. Para tanto, e particularmente no que
respeita aos efeitos a curto e longo prazo da desnutri¢do, os animais foram avaliados em idades
diferentes, logo ao desmame (22 dias) e na idade de 60 dias. A dieta oferecida as maes durante a
lactacdo foi hipo-protéica (caseina a 8%), porém, isocalorica. Esse modelo de desnutri¢do tem
sido utilizado por vérios estudos para avaliar o efeito da desnutri¢do durante o periodo critico do
desenvolvimento de sistemas fisiologicos e as repercussoes na vida adulta (BAIRD et al, 2000;
PASSOS et al, 2001; TOSCANO, 2004, FEITAS-SILVA, 2007). Por exemplo, em ratos, o
fornecimento de dieta hipo-proteica (caseina 8%) durante a lactacdo induziu alteragdes
morfologicas no coragdo dos filhotes aos 30 e 71 dias de vida (TOSCANO, 2004). Feitas-Silva
(2007) verificou uma redugdo na excitabilidade reflexa ao desmame de ratos que foram
submetidos a desnutricao neonatal (caseina a 8%).

No presente estudo, o ganho de peso corporal e a taxa de crescimento dos animais
submetidos a desnutricdo na lactagdo foram menores comparativamente aos seus controles
normonutridos. Passos et al (2001), utilizando o mesmo modelo de desnutri¢dao (caseina a 8%)
durante a lactacdo, observou uma diminui¢ao no peso corporal de ratos até os 40 dias de vida.
Baird et al (2000) observaram uma reducdo no peso corporal de animais submetidos a
desnutri¢do neonatal (caseina 8%) e também durante o periodo de recuperacdo nutricional
(caseina a 17%). Silva-Freitas (2007) verificou que a desnutri¢do (caseina a 8%) na lactagao
induziu uma redu¢do do peso a partir do 10° dia de vida. A utilizagdo de outro modelo de
desnutri¢do (dieta multideficitaria, proteina a 7%) induziu reducdo do peso corporal durante a

desnutrigdo e no periodo em que a dieta foi recuperada (dieta padrao de biotério, proteina a 20%)



(SOUZA, 2001; FERREIRA-E-SILVA, 2002; SILVA, 2006). Em humanos, observou-se que
adolescentes que sofreram desnutricdo no periodo da infancia apresentam indicadores de
crescimento somatico comprometidos, como o peso e a altura, mas com a recuperacao da dieta,
tais parametros foram normalizados (SAIGAL et al, 2001). De fato, a desnutricdo durante a
lactagdo induzida por diminuicao do contetido de proteina na dieta da mae pode levar a alteragdes
metabdlicas periféricas no filhote (como no musculo esquelético e no tecido adiposo), de forma a
manter tecidos nobres como o cérebro e o coragdo (OZANNE; HALES, 2002; LUMBERS; YU;
GIBSON, 2001). O mecanismo subjacente pode estar relacionado a oxidacdo parcial de acidos
graxos resultando na formacao de corpos cetonicos que podem atuar como combustivel para o
cérebro durante a escassez de nutrientes (DESAI; CROWTHER et al, 1995). Da mesma forma, a
glicose pode ser metabolizada até lactato que pode ser utilizado pelo coracdo em estados de
desnutri¢dao ou jejum prolongado (LUCAS, BAKER et al, 1996). Assim, a disponibilidade de
nutrientes para outros tecidos como o muscular-esquelético e o tecido adiposo pode ser
comprometida e ocorrer uma reducao de peso corporal.

A diminui¢do da taxa de crescimento e do ganho de peso corporal (percentual de peso
adquirido em relagdo ao nascimento) dos filhotes de maes desnutridas contribuiu para a reducao
do peso corporal aos 22 dias de vida. O ganho de peso pode ser considerado um indicador da
adaptacao do organismo ao meio que estd inserido (SAWAYA, MARTINS et al, 2004). Apesar
do peso corporal dos animais desnutridos permanecer reduzido, o ganho de peso corporal no
periodo de recuperagdo nutricional foi maior a partir do 31° dia de vida. Isso proporcionou uma
diminuicdo da diferenca de peso entre os grupos (controle e desnutrido) no periodo de
recuperagao nutricional (12,2%) em relacdo ao de lactagdo (48,56%). A desnutri¢do no periodo
critico de desenvolvimento otimiza a utilizacdo de nutrientes para assegurar sua sobrevivéncia, se

ha um aumento na disponibilidade de nutrientes a seguir esse periodo critico, o organismo



compensa o tempo de escassez, acelerando o aporte nutricional, fase chamada de catch-up do
crescimento (HALES; BARKER, 1992). No presente estudo, a dieta nutricionalmente equilibrada
apesar de ndo recuperar a deficiéncia de peso até os 60 dias de vida, possivelmente o normalizaria
com o decorrer do tempo, visto que, a diferenca de peso entre os grupos (controle e desnutrido)
vinha diminuindo progressivamente.

As caracteristicas morfométricas da laringe sdo bem conhecidas em humanos (PAES,
2002; BRASIL; YAMASAKI; LEAO, 2005; XIMENES FILHO et al, 2003), porém em animais
experimentais esses dados sdo escassos durante o periodo de desenvolvimento.

Em ratos normonutridos, de acordo com os nossos dados, as dimensdes verticais (epiglote
- cricoide e tiredide — cricdide) apresentaram-se maiores que a dimensao horizontal (antero —
posterior), indicando que a laringe ¢ um 6rgdo maior em seu eixo vertical, que no eixo horizontal
(medida antero — posterior) aos 22 dias. Aos 60 dias, todas as dimensdes aumentaram,
representando um crescimento estrutural nesse periodo (41,9% epiglote — cricoide, 36,4%
tireoide — cricoide, 32,2% latero — lateral, 49,2% antero — posterior). Os animais submetidos a
desnutrigdo neonatal apresentaram similaridade aos normonutridos quanto as dimensdes verticais
(crescimento de 41,4% epiglote-cricoide e 39,8% tiredide — cricdide). Os movimentos verticais
da laringe (elevagdo e anteriorizagdo) sdo os principais mantedores da degluticdo (ZEMLIN,
2000; BEHLAU, 2001; LE HUCHE; ALLALI, 2005). Souza (2001) observou que animais
desnutridos (dieta regional basica durante a lactacdo) apresentaram um aumento no tempo de
sucgdo de leite da mée e isso induziu hiperfagia apds o 20- dia de vida. Assim, essa hiperfagia
pode ter sido um mecanismo compensador para os animais desnutridos, de forma a consumir
maior quantidade de leite, e as estruturas mantenedoras da fungdo da degluticdo certamente se

adequaram ao comportamento alimentar.



As dimensdes horizontais (antero — posterior e latero — lateral) estdo intimamente
relacionadas a fonagdo, visto que, as pregas vocais possuem origem no angulo da cartilagem
tiredide e insercdo no processo vocal das cartilagens aritenoides homologas, que t€ém sua base
fixada na cartilagem cricoide (GREENE, 1955). Aos 22 dias, os animais submetidos a
desnutrigdo apresentaram reducdo nas dimensdes horizontais da laringe (latero-lateral e antero-
posterior). Aos 60 dias de vida, tais dimensdes foram normalizadas devido ao aumento percentual
das estruturas da laringe (52,6% latero - lateral e 82,0% antero-posterior) em relagdo ao controle
(32,2% latero — lateral e 49,2% antero — posterior). Isso demonstrou que a redugdo estrutural na
laringe vista no periodo de escassez de nutrientes foi compensada via crescimento acelerado no
periodo de recuperagdo nutricional. Tais resultados em curto prazo foram igualmente observados
em prévios estudos relativamente a outros o6rgdos como intestino delgado, coracdo e esdfago
(AMORIM, 1984; TOSCANO, 2004; SILVA et al, 2006). Esses 6rgaos possuem musculo em sua
estrutura, assim como a laringe (ZEMLIM, 2000). O tecido muscular sobre influéncia da
desnutrigcdo acarreta diminuigdo da for¢a muscular, alteracoes irreversiveis no desenvolvimento
do tecido muscular (BARROS et al, 2004). A partir dos nossos resultados com animais, pode-se
inferir que as estruturas necessarias para a manuten¢do da funcdo laringea primordial para a
sobrevivéncia, degluticdo (medidas verticais), foram privilegiadas em relacao a fonagao (medidas
horizontais).

De acordo com a analise histologica da laringe, os ratos normonutridos e desnutridos
apresentam semelhanga quanto as estruturas previamente ja descritas em outros estudos com
roedores (GORTI et al, 1999; SANTOS et al, 2003; MARCELINO e OLIVEIRA, 2005;
PADOVANI JUNIOR et al, 2005; RAMOS et al, 2005; DUARTE, et al, 2006). Entretanto, o
epitélio da supraglote dos animais aos 22 e 60 dias que foram submetidos a desnutricdo neonatal

apresentou queratinizacdo. A queratina, proteina fibrosa produzida pelos queratindcitos,



proporciona prote¢cdo contra abrasao (BLOWW; FAWCETT, 1975). Quando ocorre
queratinizacdo de estruturas significa que o atrito que atinge o epitélio descama os queratindcitos
superficiais, fazendo-se necessaria a renovagao destas células (BLOWW; FAWCETT, 1975). Os
queratindcitos das camadas superficiais produzem filamentos de queratina, que se acumulam no
seu interior até provocar a morte celular (células queratinizadas), que se desprendem como
residuo inerte e laminar de uma célula (BLOWW; FAWCETT, 1975). A supraglote ¢ uma regiao
que estd em contato com a epiglote durante a degluticdo gerando atritos no epitélio dessas
estruturas no momento da degluticdo (COSTA, 1987). Logo a supraglote submetida ao atrito
desenvolve queratina a fim de aumentar a resisténcia do epitélio e diminuir a troca de substancias
entre o meio externo e o epitélio, através da morte celular. Esse acontecimento na supraglote
possivelmente diminui o fluido na luz laringea, necessario para a lubrificagdo para a vibragao das
pregas vocais e a retirada de substancias nocivas através da onda mucosa gerada pelos cilios das
células epiteliais. A degluticdo em animais desnutridos, no periodo neonatal pela dieta regional
basica, aumenta o tempo de sucgdo e leva a hiperfagia (SOUZA, 2002). Possivelmente, o maior
nimero de deglutigdes em animais desnutridos provocou maior atrito na supraglote (COSTA,
1987; SOUZA, 2002). Estudos sdo necessarios para a avaliagdo dos efeitos da queratinizagdao
sobre a funcao laringea.

Os animais controle apresentaram a mucosa e os limites das camadas da ldmina propria da
prega vocal definidas. As células epiteliais da mucosa e o seu nucleo apresentaram estrutura mais
delgada, seguido pelas camadas superficial e profunda, as quais possuem dimensdes semelhantes.
A camada intermediaria da ldmina propria € a mais espessa. Essas estruturas parecem apresentar
dimensdes definidas no periodo neonatal, pois, aos 60 dias ndo ¢ notado grandes diferengas de
espessura, exceto um crescimento da camada intermediaria. Relativamente ao crescimento de

espessura da prega vocal nesse periodo em animais ainda nao hé estudos. Aos 22 dias de vida, os



animais desnutridos apresentaram semelhanga ao controle, quanto as dimensdes da prega vocal.
Ja aos 60 dias de idade, os animais submetidos a desnutrigdo apresentaram alteragdo na estrutura
microscopica das pregas vocais, compreendendo a espessura da mucosa, o diametro do nucleo do
epitélio e a dimensdo da camada intermedidria da 1amina propria da prega vocal.

Estudos relacionados a desnutricdo neonatal € a mucosa da prega vocal ndo sao
conhecidos. Porém, sabe-se sobre os efeitos da desnutricdo sobre a mucosa de outros 6rgaos.
Animais desnutridos no periodo neonatal (DBR) apresentaram redugdo na dimensao das camadas
do esofago aos 22 e 71 dias de vida (SILVA, 2006). Neste estudo, a desnutricio neonatal
interferiu no desenvolvimento da mucosa das pregas vocais, reduzindo sua espessura aos 60 dias
de vida.

Os animais que foram submetidos a desnutricdo neonatal, apresentaram alteragdo na
dimensdo da camada intermediéria da lamina propria da prega vocal, aos 60 dias de idade. As
camadas da lamina propria da prega vocal humana possuem fibras elasticas em sua estrutura,
sendo observadas fibras do tipo elaunin e oxytalan, em diferentes propor¢coes (HAMMOND et al,
1997). Na camada intermediaria da lamina propria da prega vocal, diferentemente das outras
camadas, as fibras elasticas do tipo elaunin sao abundantes (HAMMOND et al, 1997). Uma vez
que a composicao diferencial entre as fibras elasticas e colagenas, ocorre até o adulto jovem
(YAMASHITA, 1997; HARTNICK; REHBAR; PRASAD, 2005) ¢ possivel que a redugdo na
dimensao da camada intermediaria da lamina propria da prega vocal e o aumento da quantidade
de fibras de elaunin estejam relacionados ao aporte de nutrientes no periodo neonatal.

Assim, o presente estudo demonstrou que a desnutricdo neonatal modificou as macro e
micro estruturas da laringe de animais, mesmo apos a recuperacao nutricional. A macro estrutura
sofre os efeitos imediatos da restricdo nutricional diminuindo as dimensdes horizontais da laringe

com recuperagdo a longo-prazo. A micro estrutura sofre efeitos tanto a curto como em longo



prazo. Em curto-prazo o epitélio da supraglote apresenta queratinizagao que segue até os 60 dias.
Em longo prazo, o epitélio da prega vocal ¢ reduzido, assim como, o didmetro de seus nucleos e o
comprimento da camada intermediaria. Isto sugere que este periodo parece ser critico na
determinacdo do padrdo adulto desta resposta. Contudo, estudos que associem as alteracdes
macro € micro estruturais na laringe e Orgdos co-relatos com suas respectivas funcdes sao

necessarios.
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8 CONCLUSAO

A desnutricdo neonatal modifica a evolugdo ponderal dos animais, reduzindo o peso
absoluto, o ganho de peso corporal e a taxa de crescimento no periodo neonatal. Como efeito da
desnutricdo neonatal pode ser evidenciado o catch-up do crescimento, aos 60 dias de vida,
através do aumento do ganho de peso que normalizou taxa de crescimento e minimizou déficit de

peso dos animais desnutridos apesar do peso absoluto permanecer reduzido.

As estruturas macroscopicas da laringe sdo sensiveis aos efeitos agudos, apenas a curto-
prazo, da desnutricdo neonatal. Esta reduz as dimensdes horizontais relacionadas a fonagao,
poupando as medidas relacionadas a manutengcdo da sobrevivéncia, ou seja, as estruturas

relacionadas aos movimentos necessarios a degluticao.

A maturagdo de estruturas microscopicas da prega vocal € sensivel a desnutricao neonatal.
A curto-prazo, a desnutricao neonatal provoca a queratinizagdo do epitélio da supraglote devido a
provavel necessidade de proteger o mesmo do atrito, permanecendo mesmo apds a recuperacao
nutricional. A longo-prazo, a desnutricdo neonatal parece ter influenciado no crescimento da
laringe pois este 6rgdo apresentou-se com comprimento do epitélio da prega vocal, didmetro de

seu nucleo e comprimento da camada intermediéria da prega vocal reduzidos.
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9 PERSPECTIVAS DE ESTUDO

Acompanhar o ganho de peso e a taxa de crescimento dos animais por um periodo maior,

até 150 dias de vida

Avaliar a evolucao de crescimento e desenvolvimento dos 6rgaos da fonacdo dos animais

em intervalos de dias menores

Comparar os estudos morfolégicos do presente estudo com a analise funcional da laringe

através da analise da emissao de sons pelos animais

Avaliar a fun¢do e a morfologia da laringe de humanos, na infincia e adolescéncia,

relacionando com seu estado nutricional no periodo da lactagao
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Abstract

OBJECTIVES/HYPOTHESIS: To investigate the short and long-term effects of a low protein
diet during lactation on the morphology of the larynx. Our hypothesis is that neonatal low-protein
diet during the critical period of development alters the micro and macroscopic structure of the
larynx in adult rats. METHODS: Male Wistar rats were divided either control (casein 17%, n=24)
or undernourished (casein 8%, n=24) during lactation. Animals were killed at 22 or 60 days old.
Gain of body weight and the growth rate were calculated throughout the experiment. Larynx was
removed and its cartilages (epiglottis-cricoid, thyroid-cricoid, antero-posterior, and latero-lateral)
were measured. Supraglottis, glottis e infraglottis, and vocal cords were stained by hematoxylin-
eosin and their structure were described by a Scion Image, Beta 4.0.2 program. RESULTS: Pups
from undernourished mothers showed a lower gain of body weight, and latero-lateral and
anterior-posterior length of larynx than control only at 22 days old. There were no differences in
the structure of supraglottis, glottis, and infraglottis between groups except for the keratinization
in undernourished pups. Vocal cords were altered only at 60 days old. CONCLUSIONS: Nutrient
demand in neonatal period act as the determinant for the higher gain of body weight in the period
of adolescence. As well, macroscopic structures of larynx are sensible to acute effect of
undernutrition, but not a long-term. Unlikely, microscopic structures of vocal cords are sensible
for the effects of undernutrition in the critical period of development.

KEY-WORDS: Critical period of development, programming, neonatal undernutrition, organs
for phonation, vocal cords



Introduction

In human, the lower respiratory system begins its development during the fourth week of
gestation as an outgrowth of the ventral wall of the respiratory diverticulum. Epithelial lining of
the larynx rises from the endodermal lining of the respiratory diverticulum'. The cartilaginous
(thyroid, cricoid, and arytenoid cartilages) and muscular components of the larynx are derived
from the mesoderm of the fourth and sixth branchial arches '. The larynx produces sounds via
vocal cords and prevents the passage of food and other foreign particles into the lower respiratory
tracts .

During fetal and postnatal development, the immature organism undergoes remarkable
changes in its organization such as, cell differentiation and proliferation *. There is now
substantial evidence indicating that nutritional deficits occurring during the embryogenesis of
physiological systems (critical period of development) can expose at long-term the function of
these systems® . Programming is the term used to explain the events operating at a critical or
susceptible period of development and the lasting consequences in the structure or function of the
organism °. Our previous studies using rats demonstrate that postnatal undernutrition (multi-
deficient diet with 7% of protein) may influence brain growth spurt, feeding behavior, ontogeny
of reflexes and locomotor activity in adult rats *>’. For some outcomes, the direction of response
may depend on timing (pregnancy or lactation) of the programming stimulus. Life-time effects on
body size were seen only in relation to postnatal undernutrition (multi-deficient diet during
lactation) and animals fed by mothers fed a low protein diet during lactation were permanently

smaller”.



It has been mainly investigated associations between neonatal undernutrition and
metabolic disease in adult life, and little attention has been directed to organs of the speech. It
seems that the embryogenesis of the larynx is sensible to environmental insults as undernutrition.
Previous studies have used rats as experimental model to describe the morphology of larynx ’.
Teteya et al ° have shown that rats vitamin A-deficient embryos at 18.5 days of life demonstrated
laryngotracheal cartilage malformation, incomplete separation of the glottis, and/or
larynoesophageal clefts. However, the long-term effects of undernutrition during the critical
period of life on the morphology and physiology of the larynx is still scarce.

Thus, in the present study, we concern the question to the short and long-term effects of
a low protein diet during lactation on the morphology of the larynx. Our hypothesis is that
neonatal low-protein diet during the critical period of development alters the micro and

macroscopic structure of the larynx in adult rats.

Materials and Methods

Animals

Male Wistar rats (Rattus novergicus) were obtained from the Department of Nutrition,
Federal University of Pernambuco, Brazil. The rats were maintained at a room temperature of 23
+ 1°C and in a light—dark cycle (light 6:00 a.m. - 6:00 p.m.). During the suckling period, the
offspring were kept in groups of six pups, randomly assigned to each mother. Offspring were
distributed into two nutritional groups according to their mother’s diet during lactation: a well-
nourished group (control, C, n=24) fed by mothers receiving a 17% protein (casein) diet and a
low-protein group (LP, n=24), fed by mothers receiving an 8% protein (casein) diet. After
weaning (on the 22" day of age), half of animals of each group were killed. The other offsprings

were kept in the collective cage and received animals’ standard laboratory chow (52%



carbohydrate, 21% protein, and 4% lipids - Nuvilab CR1-Nuvital®). At the 60th day after birth,
offspring were killed. Body weight was daily recorded. The measurements of the larynx and the
morphological features were analyzed in the animals at 22 and 60 days old. The experimental
procedures were approved by the Ethical Committee of the Center of Health Science, Federal
University of Pernambuco, and followed the Guidelines for the Care and Use of Laboratory
Animals.

Offsprings body weight

The body weight of pups was daily recorded throughout the experiment by Marte Scale,
AS-1000, approach at 0.01 g. Gain of body weight was calculated by: % Gain = body weight x

100 / birthweight -100.
Larynx histological preparation

On the day 22 or 60, animals at either 22 or 60 days old were anesthetized with ketamine
(0.25 mL/100g body weight) and xylazine (0.25 mL/100g body weight) mixture injected into the
triceps brachii muscle of the forelimb. Larynx was removed, and dissected. Macroscopic
measurement of external surfaces of the larynx was performed by a digital caliper (0.01 mm
accuracy). In order to control the evaluations of the dimensions of larynx, anatomical points were
identified as follow: epiglottis-cricoid, thyroid-cricoid, latero-lateral and anterior-posterior. After
dissection, larynx was cut (Microtome Leica, RM 2125RT, USA) in coronal sections (5 pm
thick), placed on slides coated with 3-triethoxysilylpropylamine (Sigma, St Louis, Missouri,
USA), and fixed with 1% formaldehyde in 0.1 M sodium cacolylate buffer, pH 7.2, at 37°C
overnight. Slides were washed in graded series of xylene and ethanol. The slides were stained
with haematoxylin-eosine for 15 seconds, dehydrated with increasing concentrations of ethanol

and xylene, and mounted. Larynx areas and staining intensities of individual histological area



were analyzed by Olympus BX41, Brazil (x400). Histological slides were analyzed using
computerized image analysis ATI-TV Player, 6.3. At least three cuts per supraglottis, glottis and
infraglottis were analyzed for six animals per group within larynx in consistent regions of the

tissue sections to obtain representative samples of the cell type population.

For morphometrical analysis, larynx and vocal cords were analyzed (10—15 microscope
fields of each type; magnification, x40; x 10, in a continuous fashion). Only appropriate areas
fulfilling the morphological criteria were analyzed and no other selection was done. Almost all
structures in the surrounding larynx were analyzed and no selection was performed. Variation
between blocks and areas of large sections occurred; vascular structures were classified according

to the structure of the associated epithelium.

Based on visual inspection of the reacted sections on the optical microscope (x40), the
stained structures of the larynx were classified according to their presence (+): +++++ (100-90%
of presence), ++++ (70-90% of presence), +++ (50-70% of presence), ++ (40-50% of presence),
and +(0-40% of presence). Vocal folds were submitted to the same histological procedure

analysis (x10) for the measurement of layer cells and the diameter of the nucleus of the epithelial

cell (x40).

Statistical Analysis

The results are presented as mean and standard error of the mean (SEM). Comparisons
between control and low-protein groups were performed using t-test student. Among groups at
different ages, it was used initially two-way ANOVA followed by Bufferroni’s post hoc test with
a significance level of 0.05.

Results



The birthweight of animals was similar between groups (control = 7.29 + 0.56; low-
protein = 6.69 £ 0.5, p>0.05). Gain of body weight was seen in animals of both groups, however,
offsprings from mothers fed by a low protein diet showed a lower gain of body weight than
control (Figure 1A). Similarly, low-protein group showed a lower growth rate during the period
of lactation (control =2.6 = 1.1; LP = 1.1 £ 0.5, p<0.05). During the period of adolescence (22-
60 days of life), when both groups received animals’ standard laboratory chow, rats from the LP
group showed a recovery of gain of body weight, and it was seen an higher values at 59™ when
compared to control (Figure 1B). LP rats showed the same growth rate than control (control =

504+ 1.1; LP = 5.5 + 1.2, p>0.05).
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Figure 1: Gain of body weight of animals at 22 days (A) and 60 days old (B) from mothers fed
by a low-protein diet (LP, casein 8%) and normoproteic diet (control, casein 17%) during

lactation.



In terms of macroscopic dimensions of the larynx, pups at 22 days old which were
submitted to a low-protein diet during lactation showed a lower latero-lateral and anterior-
posterior length of larynx than control. At 60 days old, there was no difference between groups

(Table 1).

Table 1. Macroscopic dimensions of the larynx of pups at 22 and 60 days old from mothers fed

by a low-protein diet (LP, casein 8%) and normoproteic diet (control, casein 17%) during

lactation.
22 days old 60 days old
Control LP Control LP
Epiglottis-cricoid (mm) 46+0.3 4.5+0.5 64+03 62+0.3
Thyroid-cricoid (mm) 3.1+03 3.1+0.5 41+02 4.0+03
Latero-lateral (mm) 45+03 39+0.2%* 5.8+0.2 5704
Anterior-posterior (mm) 22+0.2 1.8+0.2* 3.1+£0.3 3.0+£0.2

*p < 0.05 vs control. LP = Low-protein

In the qualitative analysis of supraglottis, glottis, and infraglottis, there were no
differences between groups except for the keratinization process seen in pups from mothers

submitted to a low-protein diet (Table 2).



Table 2: Qualitative analysis of histological characteristics of supraglottis, glottis, and
infraglottis of the larynx of pups at 22 and 60 days old from mothers fed by a low-protein diet

(LP, casein 8%) and normoproteic diet (control, casein 17%) during lactation.

22 days old 60 days old

Control LP Control LP
Supraglottis
Stratified Pavement Epithelium +++++ +++++ +++++ +++++
Keratinization +++ ++++ ++ ++++
Blood Vessels ++ 4+ +++++ +++++ +++++
Lymphatic Cells +++++ +4++++ +++++ ++4+++
Glands +++++ +++++ +++++ +++++
Glottis
Stratified Pavement Epithelium +++++ ++++ +++++ +++++
Blood Vessels +++ +++ ++++ +4++
Lymphatic Cells +++++ +4++++ +++++ ++4+++
Glands +++++ +++++ +++++ +++++
Infraglottis
Ciliated Cylindrical +4++++ +4++++ +++++ +++++
Pseudostratified epithelium
Blood Vessels -+ + + 4+ + -+ + +++++
Lymphatic Cells +++++ +4++++ +++++ ++4+++
Glands ++ ++ ++ ++

+ presence of structures.
+ 4+ + + (100 - 90%), + + + + (70 - 90%), + + + (50 - 70%), + + (40 - 50%), + (0 - 4 0%)

Pups from mothers submitted to a low-protein diet showed a lower dimensions of the

microscopic structures of vocal folds at 60 days old (Table 3).



Table 3: Dimensions of the microscopic structures of vocal folds of the larynx of pups at 22 and
60 days old from mothers fed by a low-protein diet (LP, casein 8%) and normoproteic diet

(control, casein 17%) during lactation.

22 days old 60 days old
Control LP Control LP
Epithelium (pm) 203+3.1 13.5+33 223+7.7 12.8 £2.9%
Diameter of the nucleus (um) 1.5+03 1.45+03 1.7£0.2 1.2+0.37*
Superficial layers (um) 358+5.9 51.2+184 38.3+5.9 39.2+8.9
Intermediate layers (um) 90.2 +£31.1 72.5+79 138.1+£30.9 100.1 £ 15.5%
Deeper layers (um) 35.8+11.2 37.6 £13.7 40.6 4.9 40.8+8.6

*p < 0.05 vs control. LP = Low-protein
Discussion

Nutritional insults are one of the most studied programming factors acting in the critical
period of development °. Depending on the period and duration of the insult, over gestation or
lactation, there are different repercussions in adult life. In the present study, animals were
submitted to undernutrition during lactation period, which seems to be the most crucial period in
mammals to the establishment of programming '°. Our primary focus was to describe the acute
effects (at weaning) of neonatal low-protein diet-induced changes and long-term effects (at
adolescence) on the gain of body weight. The immediate metabolic response to undernutrition is the
catabolism, where the own substrates of the organism is provided as search of energy, moreover,
prolonged undernutrition leads to a slowing in growth rate >'"'>. In the present study, it was observed that
animals from undernourished mothers showed a reduced gain of body weight throughout the
experiment. In experimental animals, neonatal undernutrition leads to a lower mother’s nutrient stores,
transport and transfer of nutrients to the offsprings which is associated with reduced postnatal growth *.
It’s interesting to note that pups’ ability to maintain growth during a period of undernutrition depends on
its previous maternal environment, more rapidly growing pups with a high demand for nutrients being less
able to sustain growth. In addition, slowing of growth in the critical period of development may lead to

disproportion in organ size since organs and tissues are growing rapidly °. For example, neonatal



undernutrition may lead to reduced growth of the skeletal muscles which is developing rapidly at that time
. Reduced replication of muscle cells may permanently reduce cell numbers . However, the body
weight effects produced by undernutrition are reversible if adequate feeding is instituted to
organism. In fact, in the present study, gain of body weight of undernourished animals enhanced
in the beginning of adolescence (59th days of life) when compared to control. Thus, considerable
"catch up" has occurred, and studies considering a longer time to adult age had shown a similar
outcome in body weight *°. It would appear, therefore, that the preweaning period in the rat is a
critical period not only from the standpoint of the body weight effects produced by undernutrition
but also from the standpoint of the possibility for those effects to be reversed.

The second focus was to describe the macro and microscope structures of the larynx of
undernourished rats at a short and long-term. At 22 days old, vertical dimensions (epiglottis-
cricoid and thyroid-cricoid) did not alter while horizontal dimensions (antero-posterior and
latero-lateral) showed a decrease in undernourished pups. Vertical movements of the larynx
(elevation and anteriorization) are the main maintainers of food ingestion '. In our previous study,
animals submitted to a multideficient diet on period of lactation showed an increase in the time of
sucking milk and undernourished pups showed an hyperphagia during lactation '*. This
hyperphagia can be associated to a compensatory mechanism in order to consume larger amount
of milk '*. Structures related to this function on feeding behavior can be more susceptible to
morphological alterations. On the other hand, horizontal dimensions (anterior-posterior and latero
- lateral) are closely related to speech '. It’s possible to infer that structures related to survival of
species, as food intake, is privileged than structures related to the speech.

At 60 days old, all animals presented an increase in the horizontal and vertical dimensions
meaning a structural growth during this period (41.9% epiglottis-cricoid, 36.4% thyroid-cricoid,

32.2% latero-lateral, and 49.2% anterior-posterior). Our results demonstrated that larynx recovery



its dimensions after the intake of a normoproteic diet. It can be suggested that larynx is sensible
to the acute effects of undernutrition. Studies associating these results with functional evaluation

of the larynx are necessary.

Supraglottis, glottis, and infraglottis showed similar micro structures in control and
undernourished animals except for keratinization process seen in pups from mothers submitted to
a low-protein diet. Keratin is a fibrous protein produced by keratinocytes and provides protection
against abrasion '. In excess, keratinization of the epithelium can be associated to injuries in
vocal cords and interarytenoid area. In addition, cases of hyperplasia with functional loss in also

. . . . . 15
seen in excessively presence of keratine in the supraglottis .

Long-term effects (at 60 days old) of neonatal undernutrition were seen in microscopic
dimensions of vocal cords. This result indicate that environmental stimulus in postnatal life may
result in a normal development process in a short term, with a lasting response in the structure of
organism °. This response provides a number of biologically helpful purposes including the
thrifty ability to alter selectively the relative growth rates of different organs according to
priorities which differ among species °. Previous studies have seen alterations of various tissues
including liver, skeletal muscles, and brain. In the present study, it was seen that this also can
happen with structures of vocal cords *>'. It seems that an organism search one way in order to
induce offspring is programmed to survive under conditions of poor nutrition (the thrifty

phenotype).

In conclusion, our study provide strong evidences that the nutrient demand in neonatal
period is acting as the determinant for the higher gain of body weight in the period of

adolescence. As well, macroscopic structures of larynx are sensible to acute effect of



undernutrition, but not a long-term. Unlikely, microscopic structures of vocal cords are sensible

for the effects of undernutrition in the critical period of development.
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