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CASOCUNICO 

A LARINGITE NEUROGÉNICA E AS FIBRAS SENSITIVAS 
THE NEUROGENIC LARYNGITIS AND THE SENSITIVE NERVES 

M>:t-ellm>iodr'gl.ts •••••• No 'dof~· • .loaqJiD fltlo;o •••• !ui Nm ••• .oltm<nlo Al.,.;do • 

........, 
......._-...:h no-dob-f!•-.••'*1 · · ewf'; -~--·tibro.~ .... ....,. 

..,_. ~ ~ ftOto.,..... _..,._ (t:Gilt • Sf'i A~ icnno-o redtrl d.i.ot. ék ..,_ fi,.cn COflt ~ ...., LWsjd:.du "1111 ~·_..,.· • 
~De! bgod.tocbc ........... ep•lo e 110 liiCdctCOIIpoll~ O ~lt>.. COIII....O llrOiOt d-101~ no~~ do& CIO!-*" I 1100 
~ ~ do epgl01111. O C11fMC10 ~• : ipO •= • dt"' •"• foi 0o •••~tóo de f.brr. o ..,..,..,ao•• o como:lo cdular epftllool .,,, '"*N , o 
"""'!IICFMI oo I'IOYel Cio CIOI'IIO:Io <!.-..co.,.~ Ot t;lln» Este loc:o ~,.. qv.,. 1>0 c;~~ dt fiMJO, o• ,...,.. .... """"*'~do~· f1ec. ~·, 
f)Cidtm- e~;;.,,od~» dco:ta:~m~H~it ollo\4~ dt po!IICuit~t em s .. s~ r.o or i11•por.no AJ~~~~r, cn f,l)totcf,a.,.orOQ ~ibvi: poro o i11ll~o l!tu:opnloo 
q... :twho de: líbe1110ciio do~ pepl(l- • Of~i lç:nt.gi:e 

PAI.A\IItA$•(HAVl: 
$ub\l6nt;IO P, Af.e~~!M primônOl !M"f:llllh•; M\<OMJ lori11~ Mic:roscoplo 6pllu:1 

SUMM.UY! 
.,_ :lw a.dy- Clifiói)'Md, "' *'cr fOI! IGF't"8•ol-....<o.o. til,. di,lt~lion c;~ncl IIIO!phdc::gy ot ltl• I!<H....,. ~ ond olftttd hbf'all lm~t.OCI!"" 110 N 

f\110111 lmpcK'IOnt ptplidiK ~In !1:, ~ ~''" lC-Gat CJM $P} llie in11~on b"*' o ..,..,. ......,~ J filie ~~....,. •.., J10*1111° 'o0rlc01o11" 
O(fiO'I~ ""• ep!Wiollf:ldMü orw:f 1ft. '-e od,ocllll ~ """" w;l, ~~~ de~~lify'" H pot...,..., '-oi' oi :t.e 'fOtOI Sdds ond ~ ~ oi"
~ rM ., .. pr:II'I:IN ....., .... ..., ... ....-... 01'1 J ..... ~ lhe .m ~ ~ .,.,._ orod.., • •"EE ot 111e .._._ \r.et 
""·"""';::.:..;:-: .,.,., .,. ai:tww•. -.cw. ,_ ...aa:..d ~a» cLq ~ t.llt...t ..... ._, .. ~ (Qn p:ilklfC* ... f ' ... w,.-..._,_...._ol,.._.,..~~ 

IUY~~ 
~~~!-.,, 

Dr. Manuel Lima Rodrigues 
E~eolo ele Ci6ndo• do Soüde, CP<! Pl10 3 
Univeuidode do Minha. Compus JtJ Gvolto1 . 47lO.OS7 astAGA. Pottvgol 
T•lf.: •351·253.604852 . Fax: +351·253.604820 
Emoil·mlrodrigues@ecsoucfe.umlnho.pi 

INTRODUÇÃO 

O sisterno sensitivo do laringe pode iniciar 
umo grande variedade de reflexos importonles 
poro respostas Fis iológicos relacionados com 
fvnções ..;ro;,, nomeadomenlo o p<olecçõo dos 
vias respiratórios. 

O sisterno ínleroge com o sistema 1\ervoso 
ou16nomo. lol como se pode obse<var pelos 
respostas reAe:)(Qs que se observam op6s o esrim· 
uloçéio mecónico do loringe, as quois podem 
conduzir, inclusivomente, à porogem cordíoco. 

A moiOf' porte da enervoçõo ~sitivo do 
-laringe e do loringe é do responsobilidode do 

lot~ootc.de ~-~- cliro<-d.V<kt. 6tt ~. (w:obd.c-.......dos..'do, 1,1_,..4;):\o\411• 
f '"'!I~ "Medleioto do ,_, 
c..-h'*"dnf oto ,O,bMI!!ha. 
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ramo loríngeo superior do nervo vago, opesor 
de outros nervos cranianos, lois como o 
trigémio e o glossoforingeo1 poderem também 
estar implicadas (Widdicombe, 1996). 

Se o origem no si.shtmo nervoso ce.ntral e o 
distribuição onotómko dos troncos nervo50s 
principais do enervoçõo laríngeo estão bem 
documonlodos, jó no quo d iz respeito d 
mic:roonervaçõo introepiteliol do laringe os 
dados conhecidos sôo pooco• e conlrodilórios 
em diferenres espécies onimoiS. (Yashido et ai., 
2000). 

Há muito tempo que é sabido que a ener· 
voçõo .sensitivo do laringe se localizo no 
mucosa (Stohr, 1957). 

As fibras mi&Jinicos e omielinicos que ahn
gem o epitélio derivem de plexos localizados 
no submucosa. possuem numerosos voricosf. 
dodes a o longo do $uo extensão e lermlnom 
sob o forma de perfis oxonois li'fes (Brodley, 
2000). 

Esto rede nervoso periféf,co é rica em pep
tideos, dos qoois os ma1s importantes são o 
substâ ncia P (SP) lHisa et oi, 1985) e o pep
tideo reloclonodo com o gene da calcitonlno 
(CGRP) (Tanoko et oi, 1993; Houser-Kronberger 
et ol, 1994). 

Apesar destes dois peptídeos poderem 
desempenhar oultos funções IHiso et oi, 1998) 
e existirem outros peptideos que podem ter um 
papel no enervaçõo sen•ilivo do laringe iYo
mamoiO el ol., 1997 1998, 2000), o CGRP o 
o SP sôo os mois bem estudados devido o 
torem uma grande importância na tronsminõo 
de informação nociceplivo poro o sistema ner· 
vosa cenlrai(Míllon, 1999). 

As fibtos sensitivos introepiteliois do laringe 
não atingem a lume do sislemo respirol6<io do 
homem, o que sugere que os irritantes que 
chegam à mucosa não estimulam directomente 
os fibras oferonles prim6rio• (Villoverde e tol., 
1994; Hauser-Kronberger er oi .. 1997] . 

blo ousêncio foi também verilicodo noutros 
espécies (Yoshida el ai .. 2000; Ohgi e tal., 
1994), incluindo a roto (Domoij el oi .. 1991 ), 

ande os ~bras chegam oo epitélio mas nenhu
ma de•criçôo ou fotografia indico que possam 
atingi"' o lumo do trocto respiratório. 

No entanto, foram descritos fibras sensitivos 
ocostonois o atingir o lume do mucosa nosol 
(Houser·Kronberger el oi., 1997]. 

O presente estudo Iom dais objeclivos. 
(o) rever a morfologia e a locolizoçõo da 

rede de orerentes primôrios introepite· 
liois do mucosa do roto que pouuem 
CGRP e SI'; 

(b) dependendo do resultado desto 11 parte 
do estudo, saber se seria possível desen
volver um modelo no rato para estudar a 
octivoçõo dire<::lo dos aferentes prim6rios 
por substõncio• lron•portodos pelos vias 
respiratórios que permitisse expricor o in
Aomoçõo neurogónico, nomeadamente o 
laringite. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Foram utilizados cinco ratos do .sexo romini· 
no, com 60.80gr (idodo• compreendido• entre 
2().40 dtO$), provenientes do colónío WisiOr 
Hon do Empresa Chorles Rivers (Borcelono). 

O. animais foram perfundidos sob aneste
sio (hidrato de dorol o 35% introperiloncal] 
alrovés do aorta a scendente com 1 OOOml do 
fixador Zomboni (paroformoldeído 2% o 6cido 
picrico 1.5%). 

A laringe foi removido e colocado no me>
mo fíxodor durante 4 horos o 4'C e depois 
emer$0 durante o noite em socor0$8 o 30% 
(em PBS 0.1 M). 

Realizaram-se em seguido cortes de congo
loçõo tronsver$0ÍS com 50 mm de espessura 
num crtostotoJ os qvois foram submetidos o um 
protocolo imvnocitoquimico poro revelar o pr&
senço dos peptídeos CGRP e SP. 

Cortes alternados foram incubados o té ao 
d io seguinte, a 49 C, com anticorpo de coelho 
ontK:GRP (1 :4000; Amershom, UK) ou anti
corpo também de coelho onti-SP (1 :4000; 
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Penlnsvlo Loborotories, Bolmont, CA, USA}. 
diluídos em PBS com 0,3% de tritonX-1 00 
(PBSTJ. 

Depois de lavor em PBST, os cortes foram 
tncubodos durante 1 hora com um anticorpo 
de cobro onlkoelho biotinilodo (I :200; Veetor 
lob,, USAI em PBST, lovodos em PBST e depois 
inevbodo• durante umo hora no complexo 
oviclino-biolino (ABC-1 :200; Vocta< lob•. USAJ 
om PBS. 

Depois de lavado em PBS e em tampão tris
HCl o 0.1 M, pH 7.4, o reocção ontigénio-onti· 
corpo foi visvoli~odo numa •olvçõo contendo 
1 Omg do cromogénio diominobonzidlno (DAS; 
Sigmol e 4ml de H202 om 20ml de solução 
tr i~HCL. 

Os cortes foram depois desidratados em e:r 
Nfo o 37", lovodos em xilol e montados em 
ente/lon. 

Com o objedivo de determ•nor o especifKi
dode do marcação de fibfo.s imunoreoctivos 
oo CGRP (CGRP~RI ou à SP (SP~RI efectuorom-

'tGt.IRA I• COCA VOCAl COM DlNSIDADI Ofct.lSClHTt 
DI flaAA$ 00 mu:o POSTliiOit PAitA O ANHRIOR. 

P• POSHIUOR • A· ANftiUOtt 

A lARINGITE NEUROGit-10. E AS FIBV.S SENSIIIVAS 

UGUitA 1A• PUXO NlRVOSO fNTitAtPITtUAl 
I lltONCOS HIRVOSOS (T) PIOvtNilNTtS 

00 TlCIOO CONJUNTIVO SUIJAct:NTIIMUNOitrACTIVOS 
PAlA A CGttP, 

• 

'· . . ~ . ' ... .. 
~ . 
l . 
~· • 

• 
• • ' .... 

• 

.... .. ( 

• 

•tOUtA 2 ... ll'li.XO Nllt'YOSO INTMD'ITtUAl 
IMUNOifACTIVO MIA A SP COM MLNOa DlN.SIDADI 

QUI PAlA CGaP. 

-se, em cortes controlo, os mesmos protocolo$ 
imunociroquímicos, mo$ em que os anticorpos 
primários Foram retirados. 

RESULTADOS 

Observov'se um plexo muito denso de Rbros 
norvosos CGRP·IR ao nível do epitélio do lorlnge 
do roto (Figs. 1-3J. 
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Este plexo nervoso tom~m era porticuJor. 
mente desenvolvido oo longo do epitélio dos 
cordas vocais, verificondo·se uma maior densi· 
dode no metade posterior a qual decrescia, 
progressivamente, no direcçõo onteriOf dos 
cordas (Fig, 1 ), 

A enervoçõo CGRP4R era também muito 
rica ao nível do face loringoo do epiglote, 
onde indusivamente se puderam observar, 
biloterolmente, os troncos nervosos principols 
que o orrginovam (fig. 4). 

A outros níveis do epitélio também se podia 
o bservar que o rede nervoso introepitellol 
del'ivovo de troncos nervosos localizados nos 
zonas mais profundos da epitólio e do tecido 
conjuntNo do lâmina próprio sub,ocente (fig. 
2A). 

O plexo enconlrova·se distribuído ao longo 
do superfí,io epitelial, çom os libras nervosos 
o revelarem uma aspec:to semelhante Os contos 
de um rosário devido às sucessi'IOs varicost
dodes arredondados • en pouanr ao longo 
das ~bras (Figs. 26 e 3) . 

A observação ma is importante foi a de que 
o porção terminal das fibro1, incluindo os .suas 
vorico.sidodes moii superfidois, ofroveuovom 
a camada moo> superficial do epitélio e otir>
giom o lume dos via.s respiratórios, terminando 
ao nível da camada mucociliar (Figs. 2 e 31. 
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A detecção de morcoc;õo SP~R revelou um 
plexo neM>SO inltoepileliol com umo dimibui
çõo semelhante àquele imunorooctivo à CGRP, 
mo $ com uma menor d ensidade e com menos 

varicasidades oo longo das fibras (Fig. 4] . 
foi pO$$Ível verificar que os terminais ner· 

vasos também faziam saljêncio do superfíc1e 
epitelial e atingiam o lume do laringe (Fig. 4), 

Não foi deiOdOdo qualquer morcoc;õo de 
fibras oferentes primárias nos cortes controlo 

em quo o anlicorpo primário anti.CGRP ou anti· 
SP foram omitidos. 

DISCUSSÃO 

A enerva~áo do epitélio do laringe 
É sabido que, no rato, ocorro um plexo de 

~bras sensitivos omielínicos ao nível do epitélio 

respiratório, mais denso no :lOna bosal mos 
com ptojecções que poderõo ir até aos com
plexos ;vncionois (zona apícol do membrana 
citoplasmático lateral), mos sem os ultrapassar 
(Domeij el oi., 199 1; Widdicombe, 1998]. 

ConJudo, no nosso e>tudo, domonslrol>Se quo 
um grando número de ~bras CGRP- e SP~R. com 
~ voricosídode. redocodos 'en pcmonl", 
faziam soliêncio no kJme do ~CICIO respôraiÕtio do 
laringe, ultropossoYOm a linha epitelial mais exler· 
no e terminovom efltre os cílios que projectom do 
superfície opócol das células do epitélio do laringe. 

Que .sejo do nosso conhecimento, esre é um 
dado anot6míco novo sobre a enervoçõo sen
siiM> da laringe, ainda nõo descrito na laringe 
do Roto, Homem ou oulra espécie estudado. 

Em comparação com o estudo de Domeij e 
colaboradores (199 1 ], também feito no roto, 
os nossos resuhados podem reflectir: 

(i] o uso de animais muita mais novos (60. 
-100 gr versus 250-400gr]; 

foi) diferenças no estirpe dos animais (Spro
gue-Dawley ver<us Wislor); e/ou 

(iii] d iferenças no prolocolo e•perimental 
seguido (visualização dos Abra s em nua 
rescêncio versus campo doroJ. 

A LARINGITE NEUROGtNICA E AS FIBRAS SENSITIVAS 

É importante referir que estes dados 
poderão ajudar a perceber como 6 que as 
subs--tâncias transportados pelos vias aéreos 
podem estimular o mucosa do roto. 

Sugerem que, no ausência de mucoJ os 
fibras ficam expostos e podem ser f6cíl e direc· 
lamente estimulodo.s pot' ~tímulo1 nocivos .. tois 

como aqueles causodos pelo acçõo de agentes 
mAamatórios ov irritantes exógonos lex: fumo 
do tabaco]. 

Deste modo, o mucoso da laringe do rolo 
pode constituir um bom modelo poro o estudo 
da acçõo direcla de factores n6xícos (inRo
matórios, degenerativo> e neopl6sicos] sobre o 
enervoçõo sensotrvo (oferentes primôrias) do 
sistema respiratório. 

Estudos de microscopia electr6nlco realiza· 
dos no Homem (VIIIoverde e tal. , 1 99~] e no 
cão (Ohgi e tol., 199~) mollrQrom que, no 
laringe, os fibras nervosos CGRP· e SP~R não 
ullrapossa-.om os complexos juncionois que 
s.elorn o e~poço intercelular entre as porções 

mais opicois dos membranas lolerais de célu· 
las epiteliais contíguos. 

Deste modo, os fibras e voricosidodes sensi
liva.s rerminOÍ$ nõo atingiam o lume do laringe. 

No Homem, loi observado um número muito 
reduzido de fibr-a• o atingirem a superficie do 
epitélio do mucosa nasal (~g. 3A, Hauser
Kronberger e tal., 1997) e, em maior número, 
a superfície dos dt>etos excretores de glõndulas 
mucosos sub-epiteliais, mos não o lume da 
laringe (Hovser·Kronberger e tal., 1997]. 

Estruturas denominados corpos neuro
epileliois (NEBs • grupos de células neuro
endóc:rinos), mos nõo as ~bras nervo$OS que os 
!&nerva m, surgem muitos vezes ó superfície do 
epitélio e podem projeclar para o próprio lume 
do trocto respirató<io (Yu, 2002] . 

Além disso, os Rbras que ener110m os NEBs 
na laringe nõo sáo CGRP- ou SP~R. 

Fibras sens itivas CGRP- e SP· IR 
O s neurónios sensitivos visccrois dos nervos 

vogo e glouofaringeo que enervam o mucosa 

147--



MANUEL UMA-RODRIGUES, ANA VAUE-FERNANDES, JOAQUIM PINHEIRO, RUI NUNES E ARMANDO AlMEIDA 

do laringe têm os penconos localizados, 
respec:tivomente, nos gânglio> nodoso e petro
so jHuang e tal., 199<1; Yoshida e tal., 20001. 

Foi demonstrado o presença de numerosos 
peptideos nos orerentes prim6rios provenientes 
dos mucosas lorlngeo e troqueol no Homem 
(Hauser-Krooberger o rol., !99<1), Rato (Domeij 
e rol., 19911 Goro (Tanaka e tol., 1993, Rha e 
tal, 1994 ; Tanako e tol., 19951 e Cõo (Hisa e 
ta l., 1994; Yoshio e tal., 2000). 

No entanto, o CGRP e a SP são considera
dos como os principais neuropeptideos neuro
tronsmis.sores existentes no sistema oferente 
primário proveniente elo laringe: 

no Homem. os típicas fibras c::om vorico
sidodes localizados por baixo e no int~ 
rior do epitélio continham apenas CGRP 
e SP (Hous01-Kronberger e tal., 19941; 
no c;Qo, os percentosens de nourónios 
imunorreoctivos oo CGRP 181 ,5%) e ó SP 
(24,5%1 eram muilo supenares óqvelos 
obtidos poro outros pep»deos IHisa e 
tal., 1994]; um estudo comparativo com 

recurso às técnicos de imunocitoquímico e de 
troçodores neuro-onatómicos concluiu que o 
densidade e distribuição dos fibras CGRP- e 
SP~R carrespondiom ô densidade e padrão de 
d islribuiçõo dos oferen~s primários marcados 
onotomicomente com troçodor {Yoshido o tal., 
2000). 

Deste modo, com o objectivo de analisar, 
no Rato, a morfologia e o podrõo de dis· 
tribuiçõa dos oforenles primários do laringe, os 
fibras CGRP-IR e SP-IR foram ufilizodos, na p<~ 
lonte trabalho, como marcadores do ener. 
vaçõo sensitivo do órgão. 

Apesar da distribuição dos ~bras CGRP- e 
SP~R ser semelhante, o que indica uma distri
buição sobreposto de,tes peptídeos, os primei· 
ros efom mais numerosos que os segundos. 

Este dado indico que clewtrão exis~r libras 
contendo exclusivamente CGRP e quo o CGRP 
seja o peprideo mais importante do epitélio 
loringeo, o que est6 de acordo com um estudo 
realizado no Cóo IHiso, 1994). 

No enkmlo. um outro estudo no RolO 
(Domeij e lol., 19911 mostrou uma densidade 
e distribuição muito semelhante do> fibras 
CGRI"· e SP-IR. 

Mais uma vez, estes resultad os d ivergentes 
podem resulta r do> diferentes estirpes o/ou 
dos idades dos animais usados e/ou dos d •fe
renl&.$ protocolos experimenteis segufdos (ver 
acima). 

Tal como noutros 6reas periféricos do 
corpo-, o grande concentração de fibras CGRP
e SP·IR indico que d everõo conter terminações 
livres 5ensíve is o estímulos nóxicos. 

De foclo, ambos os pep»deas estõo pre
sentes em grande nómeto de libras C e Ad
-que medeiam o tron1111issào de informação 
noc:lceptivo do periferia poro o sistema ner· 
voso cenllol jMillon, 1999). 

No ralo, o desne rvoçõo (excisõo de porte 
do nervo vogo · vogotomio) ou o tratamento 
com capsaicino (que destrói o grande maioria 
dos fib1os q induzem umo grande ou mesmo 
completa redução do número de fib1as CGRP
o SP-IR do mucosa loringeo (Domeij o tal., 
19911. 

As mucosas da metade dor.ol dos cardos 
vocais e do porção lofongeo do epiglole .õo os 
óreos. enervodo.s mais den.somente, o que cor· 
roboro dados obtidos noutros espécies frevisõo 
por Yoshida e ta l., 2000). 

As.sim, estos zonos do la ringe deverõo ser 
os mois sensíveis d estímulos nó)(icos e , por 
isso, a1 principais responsáveis pelo nod· 
cepçõo derivodo do lonnge e pelo inflamação 
neutogénico. 

CONCLUSÕES 

A descoberto de torminais sensitivos ao 
nível do comodo mucocíliar permite compteen
der as razões pelos quois o mucosa do laringe 
fico mais irritável em condições de desidrato· 
çõo e de ouséncio d e muco, bem como com· 
p1eender melhor cerlos formos de laringite cujo 
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base etiopologénico podo $01 o do liberloçõo 
dos poptídeos presentes ne$10$ fibra• promo
vendo o lnflomoçõo neurogénico . 

Noto importante os resultados deste 
e studo foram publicados e validados 
cientificamente na revista "The Laryn· 
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