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Resumo

Os horménios exercem importante influéncia sobre a
laringe. A prega vocal contém, entre outras substincias,
o acido hialurdnico, cuja concentracio nos tecidos pode
variar com a acao dos hormonios. Objetivo: O objetivo
deste trabalho € analisar comparativamente a concentra¢io
do 4dcido hialurénico nas pregas vocais de ratas durante o
ciclo estral e ciclo gravidico-puerperal. Forma de Estudo:
Experimental. Material e Método: Foram utilizadas 40 ra-
tas adultas, divididas em dois grupos, no primeiro grupo
utilizamos 20 ratas para determinacao da concentracio do
acido hialurénico no ciclo estral, no segundo grupo, tam-
bém de 20 animais, foi realizado o mesmo experimento no
ciclo gravidico-puerperal. Resultados: No grupo do ciclo
estral nao observou-se variacao da concentracio do dcido
hialurénico. No grupo do ciclo gravidico-puerperal houve
aumento da concentracao do acido hialurdnico no subgrupo
do puerpério. Na comparacdo entre os dois grupos do ciclo
estral e gravidico-puerperal nao houve diferenca. Quando
comparamos todos os subgrupos ha diferenca no grupo do
puerpério. Conclusdes: Comparando-se todos os subgrupos
do ciclo estral e ciclo gravidico-puerperal, s6 no puerpério
houve aumento da concentracao do dcido hialurénico.

Analysis of hyaluronic acid
concentration in rat vocal
folds during estral and gravidic
puerperal cycles

Palavras-chave: cordas vocais, hormonios, laringe, dcido
hialurdnico.
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Summary

Hormone plays an important role in the larynx. Among
other substances, vocal folds contain hyaluronic acid, which
tissue concentration may vary according to hormone action.
Aim: the objective of this study is to analyze hyaluronic
acid concentration in the vocal folds during estral and
gravidic-puerperal cycles. Study design: Experimental study.
Materials and Methods: 40 adult rats were divided into
two groups. In the first group we used 20 rats to establish
the concentration of hyaluronic acid during the estral cycle
and in the second group, 20 animals were submitted to the
same procedure but during the gravidic-puerperal cycle.
Results: Variations in hyaluronic acid concentration was not
observed during the estral cycle. In the gravidic puerperal
cycle group, an increase in hyaluronic acid concentration
was observed in the puerperal subgroup. Comparing the two
groups of estral and gravidic-puerperal cycles, no difference
was observed. Conclusions: In comparing all subgroups of
estral and gravidic-puerperal cycles, an increase in hyaluronic
acid concentration was noticed only in the puerperal phase.
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INTRODUCAO

Os hormonios exercem importante influéncia sobre
a laringe. As modificacoes laringeas ndo se limitam apenas
aos periodos da puberdade, andropausa e menopausa elas
ocorrem durante toda a vida do individuo. As mudancas
vocais na mulher, associadas aos hormdnios sexuais, sio
muito comuns na pratica clinica e tém sido investigadas
em alguns periodos, como: pré-menstrual, gravidez, e
menopausa. Segundo Greene & Dalton', no periodo pré-
menstrual, quando os niveis de estrégeno e progesterona
estao mais baixos, ocorre um leve espessamento das pre-
gas vocais (PPVV). O impacto hormonal se da nio somente
sobre o trato genital, mas também sobre as mucosas, os
musculos, os tecidos 6sseos, a laringe e o cortex cerebral
(Abitbol et al., 1999)%. A atividade da progesterona e do
estrogeno no periodo pré-menstrual causa vasodilatacio,
aumentando o volume de sangue e resultando em ede-
ma da prega vocal® (PV). As variacdes que observamos
nas pregas vocais macroscopicamente devido a estes
horménios refletem alteracoes que acontecem ao nivel
microscopico e ultraestrutural. Com o desenvolvimento
de métodos mais sensiveis, podemos detectar e analisar
as substancias que participam deste fendmeno.

A vibracao das pregas vocais depende, entre outras
coisas, do tamanho e da composicao da lamina prépria
(LP). Entre as substincias que compdem a matriz extra-
celular (MEC) desta regido, estdo os glicosaminoglicanos
(GAGs) e proteinas fibrosas (Hirano, 1981)%. Pequenas
alteracoes quantitativas nas macromoléculas que formam
a MEC s20 capazes de determinar impactos negativos, nas
propriedades biomecanicas das PPVV. O AH ¢ um GAG
e um dos principais componentes da LP. Sua influéncia
nas propriedades biomecanicas das PPVV foi demonstra-
da por Gray et al. (1999)° e Chan et al. (2001)°. O 4cido
hialurénico (AH) foi citado pela primeira vez na literatura
médica por Meyer & Palmer” em 1934. Eles isolaram um
polissacarideo acido com alto peso molecular do humor
vitreo de boi, que nao era sulfatado. Propuseram que seu
nome fosse acido hialurénico, de “hialoide” (vitreo), mais
acido urdnico.

Tateya et al. (2005)® afirmaram em seu experimen-
to, utilizando como modelo animal o rato, que sua LP é
mais parecida com a do homem, sendo este animal mais
indicado para se fazer estudos das PPVV.

Segundo Santos & Ferrazoli® (2005) os periodos
reprodutivos podem ser classificados como ciclos estrais
continuos ou estacionais. O ciclo estral € o periodo de-
corrente entre sucessivas fases de receptividade sexual,
geralmente chamada de cio ou estro. Os ciclos podem ser
monoestrais (uma vez por ano) ou poliestrais (duas ou
mais vezes por ano). A duracao dos ciclos estrais conti-
nuos € especifica da espécie: na rata, por exemplo, é de
quatro a cinco dias; na cobaia e na ovelha, é de 16 dias no

maximo; e na vaca e na porca, ¢ de no maximo 21 dias.
As fases da funcao ovariana foram divididas em estigios,
que sao correlacionados com a citologia da vagina. Na
rata estas fases sdo: proestro, estro, metaestro e diestro.
O conhecimento da relagio entre a citologia vaginal e a
funcio ovariana propiciou a fisiologistas e bioquimicos
um poderoso instrumento experimental.

O objetivo deste trabalho € analisar comparativa-
mente a concentracao do dacido hialurdénico nas pregas
vocais de ratas, durante o ciclo estral e o ciclo gravidico-
puerperal.

MATERIAL E METODO

Depois de realizado projeto do trabalho, este foi
enviado para o comité de ética, que aprovou o trabalho
sob o ndmero 1234/00.

Foram utilizadas 32 ratas (sp-wistar) adultas, com
cerca de 250 gramas Os animais ficaram confinados em
gaiolas plasticas com grade de metal e mantidos com
alimentacao e dgua ad libitum, com temperatura e lumi-
nosidade do ambiente controladas.

No primeiro grupo, utilizamos 16 ratas para deter-
minac¢io da concentracao do AH no ciclo estral. Estas ratas
foram selecionadas de um total de cerca de 60 ratas que
foram submetidas a exame colpocitologico para determi-
naco da fase do ciclo em que se encontravam.

O animal era contido por um técnico de labora-
torio, introduzindo-se na vagina uma haste com algodao
embebido em solucgio fisioldgica 0,9%. A seguir, era feito
um esfregaco em uma limina, a qual era analisada imedia-
tamente “a fresco”, no microscépio Gptico com aumento
de 40 vezes. As fases do ciclo estral foram determinadas
de acordo com a quantificacao das células: epiteliais, cor-
nificadas e leucdcitos no exame colpocitologico. Quando
havia davidas quanto a classificacao da fase do ciclo estral
o animal ndo era incluido no subgrupo.

Quando completamos quatro animais no subgrupo,
fechamos o subgrupo (proestro, metaestro, estro e dies-
tro), tendo o total de 16 animais no grupo (P-proestro,
M-Metaestro, E-Estro e D-diestro) - Os animais foram
imediatamente sacrificados.

No segundo grupo, também de 16 animais, foi rea-
lizado o mesmo experimento no ciclo gravidico-puerperal.
Os animais foram divididos em subgrupos de quatro
animais e sacrificados no 7°, 14° e 21° dia de prenhez e
no 14° dia de puerpério. Os animais foram acasalados 2a
noite e, na manha seguinte foi realizado o diagnéstico de
prenhez, com o encontro de espermatozoides na vagina
das ratas (Hamilton & Wolfe'®, 1938), e quando foram
sacrificadas foi realizada a laparotomia para a verificacio
da presenca de fetos no utero.

Aos animais foram atribuidas letras seguidas de
nimeros em algarismos romanos, de acordo com os sub-
grupos em que se encontravam.
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Em todos os subgrupos os animais foram utilizados
para o estudo da concentracio do AH. Como as PPVV eram
pequenas tivemos que utilizar as duas pregas vocais para
os procedimentos bioquimicos nos subgrupos.

Os animais foram sacrificados usando cloridrato de
tiazina (rompun®) e ketamina, com inje¢ao intraperitoneal,
em dose letal.

Ap0s o sacrificio dos animais foi realizada a retirada
de suas pregas vocais, com microscopio cirdrgico (DF
Vasconcelos) na sala de disseccio. O animal foi coloca-
do em decubito dorsal, e ndo foi necessario tricotomia.
A incisao foi realizada com bisturi lamina 15 no plano
sagital mediano, na altura do osso hioide até o inicio da
regiao abdominal. Em seguida, foi dissecada a muscula-
tura pré-tiroidea, individualizada a traqueia e separada
do esodfago, depois dissecamos a regido da cartilagem
tireoidea. Retiramos a peca, com limite inferior na altura
do segundo ou terceiro anel traqueal e superior na altura
do osso hioideo. A seguir, a peca foi “limpa” de modo que
s6 ficamos com a laringe (Figura 1), a qual foi colocada
na posicao anatdmica e feita incisao mediana posterior em
toda a superficie. Ficamos entao com duas hemilaringes.
Localizamos as pregas vocais e realizamos incisao superior
e inferior na PV, com bisturi delicado, para fazer a retirada
das PPVV, com o cuidado de nao incluirmos as cartilagens
aritenoideas nesta peca.

Figura 1. Detalhe da laringe da rata.

As pregas vocais de cada animal foram trituradas e
colocadas em acetona, para remogao dos residuos lipidi-
cos. A acetona foi evaporada apés periodo de 1 hora em
estufa a 50°C e foi obtido o “pd cetdnico”, que foi pesado.
Ao p6 cetonico foi adicionado maxatase (protease alcalina;
Biocon do Brasil Industrial Ltda -R]J, Brasil) na dosagem de
4 mg/ml em tampao Tris-HCL 0,05M em pH-8,0, acrescido
de NaCl 1 M (100 pl de enzima para cada 100 mg de po
seco). A mistura foi incubada a 60°C por 24 horas e, apés

este periodo, a maxatase foi inativada por aquecimento a
100°C, durante 20 minutos. Apo6s resfriamento, as amostras
foram centrifugadas e o AH foi dosado no sobrenadante
(Figura 2).

Estufa 500 C - 1h
IPREGAS VOCAIS TRITURADAS| .
- P6 cetdnico

ACETONA

MAXATASE 60° C

24 h

100° C 20 min
ACIDO HIALURONICO
DO SADO NO
SOBRENADANTE

Solugdo com

CENTRIFUGADA maxatase

Figura 2. Esquema de preparo da amostra para estudo bioquimico.

Utilizamos um método fluorimétrico para a deter-
minacao do AH em fluidos bioldgicos, utilizando “sondas”
de ligacao do AH. A sonda ¢ isolada de cartilagem nasal
bovina e é constituida da regiao globular do agregam (um
proteoglicano formado por um esqueleto proteico ao qual
se ligam cadeias de queratam sulfato e condroitim sulfato)
e da proteina de ligacio do AH. A sonda ¢ usada tanto
imobilizada em placas de ELISA, a semelhanca de um an-
ticorpo de captura, como sonda biotinilada, funcionando
nesse Ultimo caso como anticorpo secundario marcado.

A placa de ELISA com sonda adsorvida foram
adicionados 100 pl/poco de solucdes de AH padrao em
varias concentracoes (0 a 500 pg/D, diluidas no tampao
de ensaio Tris-HCL 0,05 M, pH 7,75 e BSA 1% (albumina
bovina sérica), além das solucdes das amostras obtidas
dos tecidos diluidas no mesmo tampao de ensaio (1:100),
em triplicatas. Foi realizada a incubacido a 4°C por 12 ho-
ras, sendo a placa entao lavada com tampao de lavagem
(Tris-HCL 0,05 M, Ph 7,75) por trés vezes. Em seguida
foram adicionadas 100 pl da sonda (1mg/ml) 1:10000 em
tampao de ensaio. A placa foi agitada por 2 horas e em
seguida lavada nove vezes com tampao de lavagem. Apos
esta operacao, foram adicionados a placa 100 pl/poco de
estreptavidina marcada com eurépio diluido 1:10000 em
tampao de ensaio. A estreptavidina tem afinidade pela
biotina conjugada a sonda. A placa foi agitada por meia
hora e a seguir lavou-se com tampao de lavagem nove
vezes. Por fim, com o objetivo de soltar o eurdpio ligado
a estreptavadina, adicionou-se uma solugdo de “enhance-
ment”, 280ul/poco, agitou-se cinco minutos e o eurépio
livre na placa foi lido em um fluorimetro. O resultado foi
obtido em ng/ml.

Os resultados dos subgrupos foram submetidos ao
teste de andlise de variancia (ANOVA). O teste de ANOVA
¢ indicado quando se quer comparar trés ou mais grupos
de informacoes com nivel de mensuracio numérica. As
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amostras sao independentes e/ou pareadas e deseja-se
saber se em médias os grupos sio diferentes. Pode-se
testar mais de um efeito com um tnico modelo.

RESULTADOS

Na Tabela 1 podemos observar a comparaciao dos
resultados entre os subgrupos do grupo do ciclo estral, na
2, comparacao entre subgrupos no grupo ciclo gravidico-
puerperal e no Tabela 3, comparagio total entre subgrupos
no grupo estral e subgrupos no grupo gravidico-puerperal.

Tabela 1. Comparativo entre subgrupos no grupo estral, segundo a
medida AH p/g tecido seco.

Estro Diestro Metaestro Proestro
Média 95,68 100,40 85,38 110,30
Desvio-padrao 26,88 12,97 17,52 17,49
N 4 4 4 4

ANOVA (p) = 0,372 Nao significante. Nao houve diferenca entre os
subgrupos quanto a medida avaliada.

Tabela 2. Comparativo entre subgrupos no grupo Gravidico-puerpe-
ral no 7°, 14°, 21° e 14° dia de puerpério (P) segundo a medida AH
u/g tecido seco.

7° DIA 14° DIA 21°DIA P
Média 84,98 84,45 76,74 250,15*
Desvio-padrao 16,12 36,35 9,07 71,80
N 4 4 4 4

ANOVA (p) < 0,001 *Significante. Por comparagdes multiplas temos
que o grupo P teve respostas maiores que 0s demais grupos

Coelhos e caes ja foram utilizados em experimentos
com PPVV (Rousseau'! et al., 2003; Rousseau'? et al., 2004),
mas, segundo Tateya et al. (2005)%, o rato é um modelo
melhor, pois a LP das suas PPVV tem caracteristicas se-
melhantes as humanas: pode ser dividida em camadas,
sendo que a profunda contém mais fibras coligenas que
a superficial. Além disso, no rato, dispomos de extensa in-
formacio genética e, como ele tem um ciclo de vida curto,
possibilita que diversos ciclos sejam investigados. Devido
ao seu tamanho e fertilidade, é um modelo economica-
mente mais viavel. A por¢io cartilaginea da laringe € cerca
de cinco vezes maior no rato que no humano, fato que
pode ser apontado como uma desvantagem neste modelo.

Quando determinamos o intervalo de tempo para
o sacrificio dos animais no ciclo gravidico-puerperal, es-
colhemos a cada sete dias, pois, como a gestacao da rata
dura cerca de 21 dias, estamos dividindo este periodo
em trés fases iguais. Escolhemos o 14° dia de puerpério
para o sacrificio, uma vez que € neste dia que comecaria
o desmame, e a rata voltaria a ter os mesmos estimulos
que no ciclo estral.

Os métodos utilizados para a pesquisa do AH em
outros trabalhos sdo indiretos, como demonstram Pontes'
et al. (1989), Hammond" et al. (1997) e Butler® et al.
(2003), nos quais sao utilizados reagentes para os GAGs e
proteinas, sendo que, depois, € usada hialuronidase testi-
cular, para se diferenciar onde havia presenca do AH por
comparacao ou subtracio. Ocorre que esta hialuronidase
nio € especifica para o AH, podendo degradar também
o condroitin sulfato. Portanto, nesses trabalhos, pode-se
estar incluindo outras substancias além do AH.

O método empregado para a deteccio da concentra-
cao do acido hialurénico é um dos mais sensiveis descritos
na Literatura. E utilizada uma hialuronidase especifica para

Tabela 3. Comparativo total entre subgrupos no grupo Estral (E, D, M e P) e subgrupos no grupo Prenhez (7, 14, 21 e P) segundo a medida

AH p/g tecido seco.

ESTRAL PRENHEZ
E D M P 7 14 21 P
Média 95,68 100,40 85,38 110,30 84,98 84,45 76,74 250,1*
Desvio-padrao 26,88 12,97 17,52 17,49 16,12 36,35 9,07 71,80
N 4 4 4 4 4 4 4 4
DISCUSSAO 0 AH e, no método fluorimétrico, € usada uma proteina de
ligacao ao AH, isolada de cartilagem bovina que reconhece
Ha uma grande dificuldade em se pesquisar, do especificamente o AH.
ponto de vista bioquimico, a PV de cadaveres femininos Likar & Likar's (1964), em seu estudo em células de
quanto a fase hormonal, uma vez que geralmente seus mama e parede uterina de bovinos, encontrou um aumento
prontudrios ndo constam dados do ciclo menstrual e me- dos mucopolissacarideos e, junto com estes, a fracio de
dicacoes usadas.
I
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hialuronato, de acordo com a fase do ciclo estral. Durante a
fase chamada de folicular (diestro, proestro e estro), houve
aumento do estrogeno e aumento gradativo da quantidade
de hialuronato, que apés a ovulacao (fase ldtea) volta a
diminuir. Pontes® et al. (1989) e Cubas'” (2001) realizaram
trabalhos nos quais eram feitas as quantificacdes do AH
na mucosa nasal e colo uterino de ratas, respectivamen-
te, sendo que ambos observaram nao haver variacao da
quantidade de AH nestes tecidos durante o ciclo estral. Na
pesquisa de Likar & Likar'® (1964), o modelo animal era
diferente e a técnica para a quantificacio do AH também.
Provavelmente estes fatores culminaram com resultados
divergentes em relacio aos nossos.

Em nosso trabalho nio observamos variacao signi-
ficativa da concentracao do AH nas pregas vocais de ratas
durante o ciclo estral. Este resultado confirma os achados
de Pontes™ et al. (1989) e Cubas' (2001) que, em suas
pesquisas, utilizaram o mesmo modelo animal, mas em
tecidos diferentes, a técnica por nés utilizada para a de-
terminacao do AH foi a mesma do segundo autor.

Kofoed'™ et al. (1972) demonstraram que a variacao
do conteido do AH no utero de ratas sofre a influéncia
dos hormonios. O estrégeno faria diminuir a concentracao
do AH, portanto, era de se esperar que a concentracao
do mesmo variasse durante o ciclo estral, uma vez que o
estrogeno tem seu pico durante a fase folicular e torna a
diminuir logo ap6s a ovulacio. Acontece, entretanto, que
o autor nio realizou seu experimento com a variacao
fisiologica dos hormoénios, tendo castrado e administrado
doses diferentes de benzoato de estradiol, e, talvez por
esta razdo, tenha encontrado uma variacio mais evidente
nos seus resultados.

Pontes® et al. (1989) observaram na sua amostra a
existéncia de um mucopolissacarideo dcido nao-sulfatado,
possivelmente o AH, que diminuia com a evoluc¢ao da
gravidez. Nos trabalhos de Cabrol™ et al. (1985), os tecidos
estudados, provenientes de 6rgaos urogenitais de animais
no periodo gestacional, s2o alvos mais sensiveis a acao dos
hormonios, pois com a evolucio da gestacao temos uma
diminuicao do estrogeno e, como demonstrou Kofoed'™
et al. (1972), isto causaria o aumento da quantidade de
AH. Rajabi® et al. (1992) e Kobayashi*' et al. (1999) estu-
daram o AH no soro de porcas da Guinea e em mulheres,
respectivamente, encontrando um aumento do AH com
a evolucio da prenhez. E provivel que isto ocorra por
aumento na mobilizacao do AH nos tecidos.

Na nossa amostra ndo notamos variacdo na con-
centracio de AH durante a prenhez. Era de se esperar
que houvesse, pois Newman? et al. (2000) demonstraram
que a PV apresenta receptores para os hormonios gona-
dotroficos. Para explicar estes dados, podemos supor que
os hormoénios teriam uma ac¢ao diferente nos tecidos de
6rgidos urogenitais, que participam de maneira mais ativa
do processo gestacional, aumentando a concentracao do

AH e mobilizando o AH através do sangue, enquanto nos
outros tecidos sua acio seria menos evidente.

Pontes" et al. (1989) observaram que no puerpério
o mucopolissacarideo acido nao sulfatado reaparecia. Em
nosso trabalho, encontramos um aumento significativo
da concentracao do AH neste periodo. Era de se esperar
que, apos o parto, com a volta dos hormonios aos niveis
normais, o AH também voltasse a niveis observados
anteriormente. Segundo Rajabi* (1992), os niveis do AH
no soro de porcas da Guinea voltam ao normal dois dias
apos o parto. Verificamos que mesmo comparando com
o periodo do ciclo estral, isto €, fora da gestacao, a con-
centracao do AH estava significativamente aumentada no
puerpério, o que nos leva a crer que, provavelmente com
a amamentac¢ao, outras substancias passam a agir e podem
causar mudancas na dinamica do AH.

Talvez nossa amostra fosse pequena e, para po-
dermos detectar variacoes mais substanciais, tivéssemos
que usar uma amostra maior. Por outro lado, no nosso
experimento, o método realizado é um dos mais sensiveis
para a andlise da concentracio do AH.

Nosso estudo demonstrou que a concentracao do
AH pode variar nas pregas vocais e que, provavelmente,
este fendmeno sofre a acao de muitos fatores. A impor-
tancia desta substancia na funcao fonatéria nos inspira
a aprofundar as pesquisas nesta drea, para uma possivel
correlagio clinica no futuro.

CONCLUSOES

Da andlise da concentracio de dcido hialurénico nas
pregas vocais de ratas no ciclo estral e gravidico-puerperal,
podemos concluir que:

1. Nao ha variacao da concentracao do acido hia-
lurénico durante ciclo estral

2. No puerpério hd um aumento da concentracio
do 4cido hialurénico

3. Comparando-se todos os subgrupos do ciclo
estral e ciclo gravidico-puerperal, s6 no puerpério ha
aumento da concentracio do acido hialurdnico.
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