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CASO CLINICO

A LARINGITE NEUROGENICA E AS FIBRAS SENSITIVAS
THE NEUROGENIC LARYNGITIS AND THE SENSITIVE NERVES
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INTRODUCAO O sistema interage com o sislema nervoso

auténame, tal come se pode observar pelas

O sistema sensitive da laringe pode iniciar respostas reflexas que se observam apds a estim-

uma grande variedade de reflexos impartantes ulogtio mecénico da laringe, as quais podem
pora respostas fisioldgicas relocionados com conduzir, inclusivamente, & porogem cardioca.

fungdes vitais, nomeadamente o protecgdo das A moior parte da enervacdo sensifiva da

vias respiratérios. foringe e do loringe é da responsabilidade do
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ramo laringeo superior do nervo vago, apesar
de oufros nervos cranianos, lais como o
trigémic & o glossofaringeo, poderem também
estar implicades (Widdicombe, 1996),

Se a crigem no sistema nervoso central e o
distribuicdo analdémica dos froncos nervosos
principais de enervocde laringea esto bem
documentadas, @ no gue diz respeito @
microenervocdo introepitelial do laringe os
dados conhecidos sdo poucos e coniraditdrios
em diferentes espécies animais. [Yoshida et al.,
2000,

Hé muito tempe que & sabido que a ener-
vacho sensiiva da laringe se localiza na
mucosa [Stohr, 1957).

As fibras mielinicas e omielinicos que ofin-
gem o epitélic dervam de plexos locolizados
no submucosa, POsSSUBM NUMEerosas voricosi-
dades ao longe do sua extensao e terminam
sob a forma de perfis axonais livres (Bradley,
2000).

Esta rede nervosa periférica & rico em pep-
fideos, dos quois os mais importantes séo o
substéncia P (SP) [Hisa et al, 1985) e o pep-
tideo relacionado com o gene da caolcitoning
[CGRP) (Tancka et al, 1993; HauserKronberger
et ol, 1994).

Apesar destes dois peplideos poderem
desempenhar outras funcdes [Hisa et al, 1998
@ existirem oulros peptidecs que podem ter um
papel no enervocdo sensitiva da loringe (Yo
mamoto et al., 1997 1998, 2000), o CGRP e
o SP sdo oz mois bem estudodos devido o
terem uma grande importancia na fransmisséo
de informacdo nociceptiva pora o sistema ner-
voso central [Millan, 1999,

As fibros sensifivas introepitelicis da laringe
ndo atingem o lume do sistema respiratrio do
homem, o que sugere que os irritantes que
chegam @ mucosa nao estimulam directomente
as fibras alerentes priméarias (Villaverde & tal.,
1994; HauserKronberger et al., 1997).

Esta auséncia foi lambém verificoda noutros
espécies (Yoshida et ol., 2000; Ohgi e tal.,
1994), incluinde o rato (Domeij et al., 1991,
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onde as fibras chegom oo epitélio mas nenhu-
ma descrigdo ou fotografia indica que possam
atingir o lume do tracte respiratério.

Mo entanto, foram descritas fibros sensitivas
ocasiongis a afingir o lume da mucosa nasal
(Houser-Kronberger et al., 1997).

O presente estudo tem dois objectivos:

(@) rever a morfologio e o localizagéo da
rede de alerentes primdrios infroepite-
ligis da mucosa do ralo que possuem
CGRP e SP;

[b) dependenda do resultado desta 1* parte
do estudo, saber se seria possivel desen-
volver um modele no roto para estudar a
activacto directa dos oferentes primérios
por substéincios transporiadas pelas vias
respiralorios que permifisse explicor a in-
flamacao neurogénica, nomeadamente a
laringite,

Feram ulilizados cinco ratos do sexo femini-
no, com &0-80gr [idodes compreendidos entre
2040 dias), provenientes do colénia Wistar
Han dao Empresa Charles Rivers [Barcelona).

Os onimaois forom perfundidos sob aneste-
sia (hidroto de cloral o 35% intraperitoneal)
airavés do oorla ascendente com 1000m| do
fixador Zamboni |parafermaldeido 2% e Geido
picrico 1,5%).

A laringe foi removida e colocado no mes-
mo fixedor durante 4 horas a 4%C e depois
emersa durante o neile em socarcse a 30%
lem PBS 0.1 M.

Realizaram-se em seguida cortes de conge-
logdo transversais com 50 mm de espessura
num criostoto, os quais foram submetidos a um
protacolo imunocitoquimico para revelar a pre-
senca dos peptideos CGRP & SP.

Cortes alternados foram incubodos até oo
dia seguinte, a 4% C, com anlicorpo de coelho
ant-CGRP [1:4000; Amersham, UK} ou anti-
corpe também de coelho onfi-3P (1:4000;
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Peninsula Laborotories, Belmont, CA, USA),
diluidos em PBS com 0,3% de fritenX-100
PBST].

Depois de lavar em PBST, os cortes foram
incubadeos durante 1 hora com um anticorpo
de cabra anficoelhe biotinilado (1:200; Vector
labs, USA) em PBST, lavados em PBST e depois
incubodos durante uma hora no complexo
avidina-biotina [ABC-1:200; Vector labs, USA)
em PBS.

Depois de lovada em PBS e em tampdo fris
HCL o 0.1M, pH 7.4, a reaccio anfigénic-anti-
corpo foi visualizada numa solugée contendo
10mg do cromogénio diaminobenzidina (DAB;
Sigma) & 4ml de H202 em 20ml de solucao
trisHCL.

Os cortes foram depois desidratados em es-
ula & 37°, lovodos em xilol @ montodos em
entellan.

Com o objectivo de determinar o especifici-
dade do marcacdo de fibras imunoreactivas

ao CGRP [CGRP4R) ou & SP SPR) efectuaram-
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e, em corfes contralo, os mesmos protecolas
imunocitoquimicos, mas em que os anficorpos
primérios forom refirados.

RESULTADOS

Observou-se um plexo muito denso de fibras
nervosas CGRPIR ao nivel do epitélio da laringe
do rata [Figs. 1-3).
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Este plexo nervoso também era particular-
mente desenvalvido ae lenge do epitélio das
cordas vocais, verificando-se uma maior densi-
dode na melode posterior o qual decrescia,
progressivamente, na direcgdo onferior das
cordas [Fig. 1).

A enervogdo CGRPIR era tombém muile
rica ao nivel da foce laringea da epiglote,
onde inclusivamente se puderom observar,
biloteralmente, os troncos nervosos principois
que a originavam ([Fig. 4).

A oulros niveis do epitélio também se podia
observar que o rede nervosa introepitelial
derivava de troncos nervosos localizados nas
zonas mais profundas do epitélio e do fecido
conjuntivoe da lamina prépria subjocente (Fig.
24).

O plexo encontrava-se distribuido ao longo
do superficie epitelial, com as fibras nervosas
o revelarem uma aspecto semelhante as contas
de um rosaric devido as sucessivas varicosi-
dades arredondadas "en passant® oo longo
das fibras (Figs. 2B e 3.

A cbservagdo mais importante foi a de que
a porgao terminal das fibras, incluinde as suas

varicosidodes mais superficiais, alravessavam &
a comada mais superficial do epitélio e alin-
giam o lume das vias respiratérias, terminando
ao nivel do comada mucocilior [Figs. 2 & 3). -
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FIGURA 3- DISTRIBUICAD
DAS FIBRAS, ATINGIAM O
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A deteccio de marcagdo SPIR revelou um
plexo nervoso introepitelial com uma distribui-
¢ho semelhonte aguele imunoreactive @ CGRP,
mas com uma menor densidode & com menos
varicosidades oo longo das fibras (Fig. 4).

Foi possivel verificar que os terminais ner-
vosos também foziom saliéncia da superficie
epiielial e alingiom o lume da laringe (Fig. 4).

NGo foi detectado qualquer marcacdo de
fibras oferentes primarias nos cortes confrolo
em que o anficorpo primario anti-CGRP ou anti-
5P foram omitides.

DISCUSSAD
A enervacao do epitélio da laringe

E sabido que, no rate, ocorre um plexo de
fibras sensitivas amielinicas ao nivel do epitélio
respiratdrio, mais denso na zona basal mas
com projecgbes que poderSo ir alé oos com-
plexos juncionais (zonao apical do membrana
citoplasmatica loteral], mas sem os ultrapassor
(Domeij et al., 1991; Widdicombe, 1998).

Conludo, no nosso estudo, demonstrouse gue
um grande nimero de fibras CGRP- e SPIR, com
sucessivos varicosidodes redondas "en passant”,
faziam saliéncia no lume do tracto respiratério da
laringe, ulirapassavam a linha epitelial mois exter:
na & terminavam enire os cilios que projectam da
superficie apical das células do epitélio da laringe.

Que seja do nosso conhecimento, este & um
dado analémice novo sobre a enervogdo sen-
sifiva da loringe, ainda ndo descrito na laringe
do Rato, Homem ou outra espécie estudoda.

Em comparacdo com o estudo de Domeij e
coloboradores (1991), também feita no rato,
os nossos resultodos podem reflectir:

lij o uso de animais muito mais novos [G0-
-100 gr versus 250-400gr|;

{ii] diferencas na estirpe dos onimais (Spro-
gue-Dowley versus Wistar); e/ou

fiii) diferancas no protocolo experimentsl
sequide (visualizagae das fibras em flue
rescéncia versus campo claro).

E importante referir que estes dados
poderdo ajudar o perceber como é que aos
subs-tancias transportodos pelas vios oéreas
podem estimular a mucosa do rato.

Sugerem que, no ouséncio de muco, os
fibras ficam expostas e podem ser féeil e direc-
tamente estimulodas por estimulos nocivos, ais
como aqueles cousados pelo acgdo de ogentes
inflomatérios ou imritantes extgenos [ex: fumo
do tabaco).

Deste mado, @ mucosa da laringe do rate
pode constituir um bom madelo para o estude
da ocodo directa de foctores nbxicos (inflo-
matérios, degenerativas e neoplasicos) sobre o
enervacdo sensitiva [aferemtes primérios) do
sistema respiratirio,

Estudos de microscopia electrénica realiza-
dos no Homem (Villoverde e tal., 1994) e no
cdo [Ohgi e tal., 1994] mostrarom gue, no
laringe, as fibras nervosos CGRP- @ SPIR ndo
vlrapassavaom os complexos juncionois que
selom o espoco intercelular entre as porgoes
mais apicais das membranas loferais de célu-
las epiteliais contiguas.

Deste modo, as fibras e varicosidades sensi-
tivas terminais ndo afingiom o lume da laringe.

Mo Hemem, foi observado um nimero muito
reduzido de fibras a afingirem a superficie do
epitélioc do mucosa nasal [hg. 3A, Houser
Kronberger e tal., 1997) e, em maior nimero,
o superficie dos ductos excretares de glandulas
mucosas sub-epiteliais, mas ndo o lume da
loringe (HouserKronberger e 1al., 1997).

Esirviuras denominados corpos neuro-
epitelicis (NEBs - grupos de célulos neuro-
endéerinas), mas ndo as fibras nervosas que os
enervam, surgem muitas vezes & superficie do
epitélio e podem projectar para o préprie lume
do trocto respiratério (Yu, 2002).

Além disso, as tibras que enervom os NEBs
na laringe ndo sdo CGRP- ou SPAR.

Fibras sensitivas CGRP- e SP-IR
Os neurbénios sensitivos viscerais dos nervos

vago e glossoforingeo que enervam a mucosa
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do laringe #m os pericarios locaolizados,
respecfivamente, nos ganglios nodoso e petro-
so (Huang e fal,, 1994; Yoshida e tal., 2000,

Foi demonstrada a presenca de numerosos
peptidecs nos alerentes primérios provenientes
das mucosas laringeo e tragueal no Homem
[Houser-Kronberger e tal., 1994), Roto [Domeij
e lal, 1991) Goto (Tanaka e tal., 1993; Rha e
tal, 1994; Tonoka e tal., 1995) e Céo [Hisa e
lal., 1994; Yoshio e tal., 2000).

Mo entanta, © CGRP e a 5P sdo considera-
dos como as principais neuropeptidecs neuro-
fransmissores existentes no sistemo oferente
pﬂmnrm proveniente da laringe:

no Homem, as fipicas fibraos com varico-
sidades localizodas por boixo e no infe-
rior do epitélio continham apenas CGRP
e SP (Houser-Kronberger e tal,, 1994);
ne ¢Go, 0s percentagens de neurdnios
imunormeoctivos oo CGRP |[B81,5%) e & SP
[24,5%) erom muito superiores aquelos
obfidas para oulros peplideos (Hisa e
tal., 1994]; um estudo comparativo com
recurso s técnicas de imunocitoguimica e de
racadores neurc-anatémicos concluiv que o
densidode e distribuicdo dos fibras CGRP- e
SPIR correspondiom & densidade e padrdo de
distribuico dos olerentes primarios marcados
anafomicamente com tracodor [Yoshida e fal ,
2000).

Deste modo, com o objective de analisar,
no Rato, o morfologio e o padrGo de dis
tribuicdo dos aferentes primérios da laringe, os
fibras CGRPR e SPR foram utilizadas, no pre-
sente frabalho, como marcodores da ener
vacoo sensifiva do brgdo.

Apesar da distribuicae das fibras CGRP- e
SPIR ser semelhante, o que indica uma distri-
buicto sobreposia destes peptidecs, as primei-
fas eram mais Numerosas que as segundas.

Este dodo indica que deverdo existir fibros
contendo exclusivomente CGRP & que o CGRP
sejo o peptidea mais importante do epitélic
laringeo, o que estd de acordo com um estudo
realizado no Cao [Hisa, 1994).
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Ne entonto, um outro esiudo no Roto
{Domeij e tol., 1991) mostrou uma densidade
e distribvicdo muite semelhante das fibras
CGRP- & SPIR.

Mais uma vez, estes resullados divergentes
podem resultar dos diferentes estirpes e/ou
das idodes dos animais usodos e/ou dos dife-
renles prolocolos experimentais seguidos |ver
acima).

Tal como noutras Greas periféricos do
corpe, a grande concentragdo de fibras CGRP-
& 5PR indica que deverGo conter tlerminagdes
livres sensiveis o estimulos néxicos.

De focto, ombos os pepfideos estdo pre-
sentes em grande nimero de fibras C. e Ad
-que medeiom o transmissdo de informogdo
nociceptiva dao periferio para o sistema ner
voso central [Millan, 1999).

No rolo, o desnervagao (excisGo de parte
do nervo vogo - vagolomia) ou o trolomento
com copsaicina [que destrdi o grande maioria
das fibros C} induzem uma grande ou mesmo
completa reducdo do nimero de fibras CGRP-
e SPIR da mucosa laringeo [Domeij e tal.,
1991).

As. mucosas do melode dorsal dos cordas
vocais e da porgdo laringea da epiglole sdo as
areas enervados mois densamenle, o que cor-
rebora dados obfides noutras espécies [revisgo
por Yoshida & tal., 2000).

Assim, estas zonas da laringe deverdo ser
as mais sensiveis o estimulos néxicos e, por
iss0, Os principois responsaveis pela noci-
cepcoo derivada dao laringe e pelo inflamagao
neurogénica.

COMNCLUSOES

A descoberto de terminais sensilivos oo
nivel do comada mucocilior permile compreen-
der as razdes pelas quais a mucosa da laringe
fica mais irritavel em condicdes de desidrata-
¢lo & de ouséncia de muco, bem coemo com
preender melhor certas formas de laringite cujo
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bose efiopatogénica pode ser o da libertagao
dos peplideos presentes nestos fibros promo-
vendo a inflamagdo neurogénico.

MNota importante os resultados deste
estudo foram publicados e validados
cientificamente na revista "The Laryn-
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