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Resumo
Objetivo: Investigar os efeitos da desnutrição proteica materna durante a lactação sobre as fibras elásticas da 
traqueia de filhotes de ratos Wistar. Métodos: Ao nascimento, 12 filhotes machos de duas ratas Wistar foram 
igualmente divididos em dois grupos: grupo controle, cuja mãe recebeu água e dieta padrão de laboratório ad 
libitum durante a lactação, e grupo restrição proteica (RP), cuja mãe recebeu água ad libitum e dieta isoenergética 
com RP (8% de proteína). Aos 21 dias de vida, os filhotes foram sacrificados, e suas traqueias foram ressecadas. 
As fibras elásticas foram coradas pelo método de resorcina-fucsina de Weigert (precedido de oxidação) e avaliadas 
sob microscopia óptica. As determinações morfométricas foram feitas por estereologia, utilizando o método de 
contagem de pontos, e expressas em densidade volumétrica. Resultados: As fibras elásticas foram identificadas 
abaixo da mucosa traqueal, sendo a maioria em distribuição longitudinal. Além disso, camadas circulares bem 
definidas de fibras elásticas envolviam as superfícies interna e externa do anel cartilaginoso. 
Não houve diferenças entre os grupos quanto à organização e distribuição das fibras elásticas. A densidade 
volumétrica das fibras elásticas dos filhotes nos grupos controle e RP foi de, respectivamente, 2,46 ± 0,99% 
e 3,25 ± 1,13% (p < 0,01). Conclusões: Nossos resultados sugerem que a densidade volumétrica de fibras 
elásticas é maior em filhotes de ratos alimentados por fêmeas submetidas a dieta com RP do que naqueles de 
mães recebendo dieta normal.

Descritores: Traqueia/crescimento e desenvolvimento; Traqueia/anatomia e histologia; Matriz extracelular; 
Remodelação das vias aéreas; Desnutrição.

Abstract
Objective: To investigate the effects of maternal protein malnutrition during lactation on the elastic fibers 
in the tracheas of Wistar rat pups. Methods: At delivery, 12 male pups of two Wistar rat dams were equally 
divided into two groups: control, in which the dam received water and standard rat chow ad libitum during 
lactation; and protein-restricted (PR), in which the dam received water ad libitum and an isoenergetic PR diet 
(8% protein). At 21 days of age, the pups were killed and their tracheas were excised. The elastic fibers were 
stained with Weigert’s resorcin-fuchsin (after oxidation) and evaluated under light microscopy. Morphometric 
determinations were performed by stereology, with the point-counting method, and expressed as volumetric 
densities. Results: Elastic fibers, most having a longitudinal distribution, were identified beneath the tracheal 
mucosa. In addition, well-defined circular layers of elastic fibers were found around the inner and outer surfaces 
of the cartilaginous ring. 
There were no differences between the groups regarding the organization and distribution of the elastic fibers. 
The volumetric density of the elastic fibers of the pups in the control and PR groups was 2.46 ± 0.99% and 
3.25 ± 1.13%, respectively (p < 0.01). Conclusions: The volumetric density of elastic fibers appears to be greater 
in rat pups breastfed by dams receiving a PR diet than in those breastfed by dams receiving a normal diet.

Keywords: Trachea/growth and development; Trachea/anatomy and histology; Extracellular matrix; Airway 
remodeling; Malnutrition.
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ratos pode aumentar a base de conhecimento 
científico sobre a composição e a organização 
da matriz extracelular da traqueia. Estudos 
sobre transplante traqueal e substituição da 
traqueia por aloenxertos aórticos demonstraram 
que o desenvolvimento de epitélio respiratório 
maduro e cartilagem recém-formada ocorre na 
matriz extracelular, particularmente em meio 
às fibras elásticas.(10,11) Esse achado corrobora o 
papel crucial da matriz extracelular e das fibras 
elásticas no processo de cicatrização. O objetivo 
do presente estudo foi investigar os efeitos da 
desnutrição proteica materna durante a lactação 
sobre as fibras elásticas na traqueia de filhotes 
de rato Wistar. Em nossa análise, caracterizamos 
e quantificamos as fibras elásticas da traqueia. 
Nossa análise quantitativa concentrou-se em 
determinar a densidade volumétrica por meio 
de métodos estereológicos.(13)

Métodos

O desenho do estudo e os protocolos 
experimentais foram aprovados pelo Comitê de 
Tratamento e Uso de Animais da Universidade 
Federal Fluminense, em Niterói (RJ), e obedeceram 
às diretrizes da American Physiological Society.(14) 
Os experimento descritos aqui foram realizados 
de acordo com as diretrizes do Colégio Brasileiro 
de Experimentação Animal.(15)

Ratos Wistar obtidos junto ao Laboratório 
de Morfologia Experimental da Universidade 
Federal Fluminense permaneceram alojados a 
25 ± 1°C em ciclo claro-escuro de 12 h (luzes 
acesas das 7h00 às 19h00) ao longo de todo o 
experimento. Duas ratas virgens de três meses de 
idade foram alojadas em gaiolas individuais com 
dois ratos machos, em uma proporção de 1:1. 
Após o acasalamento, cada fêmea foi colocada 
em uma gaiola individual. As duas fêmeas tiveram 
gestação normal e receberam água e comida ad 
libitum até o nascimento da ninhada. Todos os 
filhotes nasceram com boa saúde.

Após o nascimento da ninhada, uma das ratas, 
a rata controle, passou a receber água e dieta-
padrão de laboratório ad libitum e a outra, a 
rata com restrição proteica (RP), passou a receber 
água ad libitum e dieta isoenergética com RP 
durante o período de lactação. A quantidade 
de dieta que a rata com RP recebeu a cada dia 
foi calculada com base no consumo médio da 
rata controle, a fim de evitar que a rata com RP 
“compensasse” o consumo reduzido de proteína 

Introdução

A desnutrição é a forma mais prevalente de 
distúrbio nutricional em crianças em países em 
desenvolvimento. Relatou-se que, em pacientes 
hospitalizados, a prevalência de desnutrição chega 
a 75%.(1,2) Além disso, a hospitalização piora ainda 
mais o estado nutricional. A desnutrição está 
associada a um aumento do risco de morbidade/
mortalidade hospitalar, do tempo de hospitalização, 
dos custos e do uso de recursos destinados à 
saúde.(3) Portanto, é relevante e oportuno estudá-la.

Alguns investigadores demonstraram que o 
estado nutricional da mãe durante a gestação 
e a lactação é essencial ao crescimento e 
desenvolvimento normal em seres humanos 
e animais de laboratório.(4,5) Estudos prévios 
demonstraram que a desnutrição materna durante 
a lactação pode alterar a composição do leite, 
os níveis séricos de hormônios em filhotes no 
desmame e o sistema reprodutivo feminino. É 
interessante notar que algumas dessas alterações 
podem permanecer na vida adulta.(6)

Há muito se usa o rato como modelo em 
estudos do trato respiratório humano e de doenças 
das grandes vias aéreas. A composição das fibras 
elásticas da traqueia do rato é semelhante à 
das fibras elásticas da traqueia humana.(7) Além 
disso, o rato é considerado um bom modelo para 
pesquisa nutricional.(5)

Há poucos estudos sobre a morfologia da 
traqueia e, em particular, a matriz extracelular e as 
fibras elásticas do órgão.(7,8) Embora considerável 
atenção tenha sido dada às propriedades elásticas 
do pulmão e da parede torácica, não há estudos 
sobre a rede de fibras elásticas das grandes 
vias aéreas.(9) Consideramos que a escassez 
de estudos sobre o assunto seja relevante, já 
que procedimentos envolvendo a traqueia e as 
vias aéreas estão surgindo e se tornando cada 
vez mais complexos. A resecção traqueal com 
anastomose, o uso de uma ampla gama de stents 
nas vias aéreas e, recentemente, as tentativas de 
transplante traqueal e de substituição da traqueia 
por aloenxertos(10-12) tornam essencial que se 
aumente a compreensão da matriz extracelular. 
Além disso, vale a pena estudar os efeitos da 
desnutrição proteica na histologia traqueal, 
dada a prevalência dessa condição em pacientes 
hospitalizados, especialmente naqueles em países 
em desenvolvimento.(1,3,6)

A compreensão dos efeitos da desnutrição 
proteica sobre as fibras elásticas na traqueia de 
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processadas de acordo com métodos histológicos 
de rotina e incluídas em parafina. A partir das 
amostras incluídas em parafina, seções de 5 µm 
de espessura foram inicialmente coradas com H&E 
a fim de confirmar a adequação da amostra. A 
resorcina-fucsina de Weigert, precedida de oxidação 
com peroxissulfato de potássio (Oxone®), foi 
usada para a demonstração e avaliação das fibras 
elásticas, que se tornaram violeta, produzindo 
contraste acentuado.

De cada espécime, foram analisados cinco cortes 
histológicos, e, de cada corte, foram avaliados cinco 
campos aleatórios; portanto, analisamos 25 áreas 
de teste para cada indivíduo. Os campos analisados 
foram digitalizados com uma câmera de vídeo 
acoplada a um microscópio de luz, com aumento 
final de 400×. A quantificação foi realizada por 
meio de um sistema específico de teste com 
retículo (M42) sobre os campos digitalizados 
na tela de um monitor colorido. A densidade 
volumétrica dos componentes histológicos foi 
calculada por meio da seguinte fórmula:

Vv = Pp/Pt

na qual Vv é a densidade volumétrica, p é o 
componente tecidual a ser levado em consideração, 
Pp é o número de pontos de teste associados a p 
e Pt é o número de pontos do sistema de teste.

Os métodos estereológicos empregados neste 
estudo já foram descritos minuciosamente.(7,13) 
Os dados foram expressos em média ± dp, com 
os respectivos IC95%. O teste de Mann-Whitney 
foi usado para comparar os resultados entre os 
grupos. Usamos o programa GraphPad Prism, 
versão 4 (GraphPad Inc., San Diego, CA, EUA).

Resultados

A Figura 1 mostra o ganho de peso corporal 
dos filhotes ao longo do estudo. Ao final do 
estudo (D21), o peso corporal dos filhotes da rata 
com RP (grupo RP) foi aproximadamente 61% 
mais baixo que o dos filhotes da rata controle 
(grupo controle; p < 0,01). O peso corporal da 
rata com RP em D21 foi aproximadamente 37% 
mais baixo que o da rata controle (p < 0,01).

Fibras elásticas foram identificadas abaixo da 
mucosa traqueal em ambos os grupos, a maioria 
delas distribuída longitudinalmente. Feixes de 
fibras oblíquas foram encontrados nessa região, 
formando uma rede irregular de tecido elástico 
(Figura 2). Em contato próximo com a superfície 
interna do anel cartilaginoso, havia uma camada 

com a ingestão de uma quantidade maior da 
dieta.(5)

A dieta pobre em proteína foi preparada em 
nosso laboratório, e sua composição é apresentada 
na Tabela 1. Essa dieta foi utilizada em estudos 
prévios.(5) Tanto a mistura vitamínica como a 
mineral foram formuladas de modo a atender às 
recomendações AIN-93G do American Institute 
of Nutrition a respeito da dieta de roedores.(16) 
A fim de avaliar os estado nutricional, o peso 
corporal dos filhotes e das mães foi monitorado 
ao longo de todo o experimento. Vinte e quatro 
horas após o nascimento da ninhada, os filhotes 
excedentes foram removidos a fim de reduzir o 
tamanho de cada ninhada (grupo) a seis filhotes, 
o que maximiza a lactação.(5,7) Após o nascimento 
da ninhada, a rata com RP passou a receber a 
dieta com RP, fato que marcou o dia 0 da lactação 
(D0). Aos 21 dias de idade (desmame), todos os 
filhotes foram sacrificados com uma overdose 
de pentobarbital sódico (0,15 mL/100 g de peso 
corporal), administrada de manhã, e perfundidos 
pelo ventrículo esquerdo com PBS, seguido de 
solução de formalina.

Após a perfusão, as traqueias foram dissecadas 
das estruturas adjacentes, ressecadas, fixadas em 
solução de formalina a 4% em 0,1 mol/L de PBS 
(pH 7,4) durante 24 h a temperatura ambiente, 

Tabela 1 - Composição da dieta para a rata controle 
e para a rata com restrição proteica.

Variável Controlea Restrição 
proteicabc

Total de proteína, g/kgc 230,0 80,0
Amido de milho, g/kg 676.0 826.0
Óleo de soja, g/kg 50,0 50,0
Mistura vitamínica, g/kgd 4,0 4,0
Mistura mineral, g/kgd 40,0 40,0
Composição de macronutrientes, %

Proteína 23,0 8,0
Carboidrato 66,0 81,0
Gordura 11,0 11,0

Total de energia, kJ/kg 17.038,7 17.038,7
aDieta-padrão para ratos (Nuvilab-Nuvital Ltd., Curitiba, 
Brasil). bA dieta com restrição proteica foi preparada em 
nosso laboratório por meio da substituição de parte do 
conteúdo proteico da dieta controle por amido de milho. A 
quantidade de amido foi calculada para fornecer o mesmo 
conteúdo energético que o fornecido pela dieta controle. cAs 
principais fontes de proteína foram soja, trigo, carne bovina, 
peixe e aminoácidos. dTanto a mistura vitamínica como a 
mineral foram formuladas para atender às recomendações 
AIN-93G do American Institute of Nutrition a respeito da 
dieta de roedores.(16)
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(IC95%: 2,05-2,87; p < 0,01) e a das fibras elásticas 
nos filhotes do grupo RP foi de 3,25 ± 1,13 
(IC95%: 2,78-3,71; p < 0,01). A Figura 4 mostra 
uma comparação entre os grupos no que tange 
à densidade volumétrica.

Discussão

Desde o advento dos programas de análise de 
imagens por computador, a maioria dos estudos 
nos quais se buscou quantificar estruturas lineares 
tem usado a densidade de área.(7) Esses programas 
utilizam as propriedades de cor dos elementos 
(pixels) de uma imagem para determinar o limiar de 
inclusão. Entretanto, em estruturas lineares muito 

circular bem definida e organizada, ao redor da 
cartilagem (Figura 3). Fora dos anéis cartilaginosos, 
as fibras elásticas encontravam-se dispostas em 
uma camada circular, acompanhando os anéis 
cartilaginosos (Figura 3). Nessa topografia, não 
havia disposição longitudinal ou oblíqua das 
fibras elásticas. Não houve diferenças entre os 
grupos quanto à organização e distribuição das 
fibras elásticas na traqueia.

No que tange à análise quantitativa 
estereológica, nosso estudo mostrou que a 
densidade volumétrica das fibras elásticas nos 
filhotes do grupo controle foi de 2,46 ± 0,99% 

Figura 1 - Ganho de peso corporal dos filhotes de 
rato do grupo controle e do grupo restrição proteica 
(RP), sacrificados aos 21 dias de idade (p < 0,01).

C

50 µm
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Figura 2 - Fotomicrografia de uma seção traqueal 
mostrando o epitélio (asterisco branco individual) e 
a camada basal (asteriscos brancos duplos). Notar a 
distribuição longitudinal das fibras elásticas abaixo 
da camada basal (asteriscos pretos), com alguns feixes 
oblíquos (resorcina-fucsina de Weigert; aumento, 
600×). C: cartilagem.

Figura 3 - Fotomicrografia de um segmento traqueal 
mostrando o epitélio (asterisco branco individual) e a 
camada basal (asteriscos brancos duplos). Uma camada 
circular de fibras elásticas está em contato próximo 
com a superfície interna do anel cartilaginoso (asterisco 
preto individual). Fora da cartilagem (C), há uma única 
camada circular (asteriscos pretos duplos) de fibras 
elásticas (resorcina-fucsina de Weigert; aumento, 600×).

Figura 4 - Densidade volumétrica (Vv), expressa em 
porcentagem, das fibras elásticas na traqueia dos 
filhotes de rato do grupo controle e do grupo restrição 
proteica (RP), aos 21 dias de idade (p < 0,01).
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afetar os desfechos de tais procedimentos.(2,3) De 
acordo com estudos prévios, a primeira semana 
de vida é um período crítico no que tange ao 
estado nutricional, e o peso de um animal no 
início da vida pode influenciar seu consumo de 
alimentos e seu peso corporal pelo resto de sua 
vida. Portanto, o grau de desnutrição durante 
o período fetal ou neonatal pode determinar 
até que ponto haverá recuperação do estado 
nutricional durante os períodos de crescimento 
e desenvolvimento.(6,19)

No que tange à relação entre fibras elásticas 
e procedimentos cirúrgicos nas vias aéreas, novos 
achados surgiram a partir de experimentos 
recentes envolvendo a substituição da traqueia 
em suínos.(11) No estudo em questão, os autores 
usaram aloenxertos aórticos para substituir um 
segmento traqueal e constataram que o tecido 
aórtico normal no aloenxerto foi substituído por 
uma estrutura morfológica que se assemelhava 
a uma “nova traqueia”, com epitélio respiratório 
ciliado maduro, glândulas respiratórias, ilhotas de 
cartilagem e até mesmo arcos cartilaginosos bem 
formados. É interessante que essa nova traqueia 
tenha se desenvolvido em meio a ilhotas de fibras 
elásticas na matriz extracelular do aloenxerto 
aórtico.(11) A matriz extracelular e as fibras elásticas 
em particular parecem desempenhar um papel 
importante no processo de regeneração tecidual e 
crescimento celular interno de células progenitoras 
recipientes na traqueia.(10,11) A substituição da 
traqueia pode ser uma opção no futuro, quando 
for necessária a cirurgia radical para tumores 
traqueais primários, com ressecção de mais 
da metade do comprimento da traqueia. Em 
um estudo sobre a substituição de uma das 
grandes vias aéreas por tecido artificial, os autores 
discutiram o papel ativo da matriz extracelular na 
regulação de vários aspectos da biologia celular 
essenciais à função tecidual normal.(10) Portanto, 
estudos sobre a matriz extracelular da via aérea 
são necessários a fim de aumentar a compreensão 
das alterações morfológicas nessa matriz durante 
o processo de inflamação e cicatrização. Além 
disso, experimentos na área de bioengenharia 
têm enfatizado o papel das fibras elásticas no 
desenvolvimento de novos materiais prostéticos 
derivados da matriz extracelular, tais como 
substratos biorreativos.(10,20)

No que tange às fibras elásticas das vias aéreas, 
estudos prévios demonstraram grandes alterações 
relacionadas ao processo de envelhecimento. 

finas, tais como as fibras elásticas, o contraste 
entre os elementos estruturais (fibras, por exemplo) 
e o pano de fundo é baixo; portanto, a taxa de 
erro é alta quando se usam tais programas.(7,13)

O método de contagem de pontos (estereologia) 
usado em nosso estudo revelou-se bastante eficaz 
em evitar o viés que frequentemente ocorre quando 
se realizam análises de imagens por computador. 
Esse método tem sido amplamente utilizado 
para determinar a quantidade de fibras elásticas 
quando se analisa a composição morfológica de 
determinado tecido.(7,13) Essa quantificação se 
expressa em porcentagem da densidade volumétrica 
do tecido ocupada por fibras elásticas.

As fibras elásticas caracterizam-se por sua 
grande extensibilidade e retração elástica. A 
localização e a disposição dessas fibras estão 
relacionadas a sua funcionalidade, que reflete 
as propriedades mecânicas do tecido local.(17,18) 
Tanto a extensibilidade como a retração elástica 
da traqueia humana dependem sobremaneira da 
idade, diminuindo de um máximo de 50% em 
crianças para aproximadamente 20% aos 70 anos 
de idade.(18) Embora a redução das propriedades 
elásticas dos pulmões e da parede torácica devido 
ao envelhecimento tenha sido amplamente 
estudada, estudos sobre o tecido elástico das 
grandes vias aéreas ainda são escassos.(9,18)

A importância da morfologia traqueal normal 
é sublinhada por deformidades traqueais, 
tanto congênitas como adquiridas, tais como 
traqueobroncomegalia, traqueomalácia e estenose 
traqueal benigna. A matriz extracelular desempenha 
um papel fundamental nesses processos de 
remodelação, com contribuição especial das 
fibras elásticas.(10,11)

O objetivo do presente estudo foi avaliar os 
efeitos de uma dieta com RP durante a lactação 
sobre as fibras elásticas na traqueia de ratos Wistar. 
O rato Wistar é sem dúvida o mais usado como 
modelo do trato respiratório humano e de doenças 
das grandes vias aéreas. Realizamos uma análise 
qualitativa da distribuição e organização das fibras 
elásticas (Figuras 2 e 3). Mais importante, fizemos 
uma avaliação quantitativa (Figura 4), fornecendo 
dados estereológicos sobre a concentração de 
fibras elásticas na traqueia dos ratos. Os achados 
no grupo RP foram comparados com os achados 
no grupo controle.

O estado nutricional de uma relevante parcela 
de pacientes submetidos a procedimentos cirúrgicos 
está longe de ser ideal, e a desnutrição pode 
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da morfologia das fibras elásticas da traqueia e 
das alterações que possam ocorrer em pacientes 
submetidos a procedimentos invasivos nas vias 
aéreas.(10,11,20)

Em suma, nosso estudo mostrou que a 
desnutrição materna durante a lactação pode 
afetar o desenvolvimento das fibras elásticas 
na traqueia de filhotes de rato Wistar. Nossa 
análise morfométrica por meio de estereologia 
(avaliação quantitativa) demonstrou um aumento 
significativo da densidade volumétrica das fibras 
elásticas nos filhotes alimentados pela rata que 
recebeu dieta com RP em comparação com os do 
grupo controle. A organização e a distribuição 
(avaliação qualitativa) das fibras elásticas na 
traqueia dos filhotes de rato foram semelhantes 
nos dois grupos.
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