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RESUMO

Concentracéao de fibroblastos em pregas vocais de idosos

Introdugdo: Na presbifonia observa-se aumento da matriz fibrosa extracelular e
diminuicdo do &cido hialurénico na lamina propria das pregas vocais. Sabe-se que 0sS
fibroblastos presentes na lamina propria s@o responsaveis pela producdo e renovacdo da
matriz fibrosa, porém os motivos pelos quais esta € mais densa nas laringes de idosos ndo
estd bem esclarecidos. As hipoOteses aventadas sdo: aumento na concentracdo de
fibroblastos; manutencdo do nimero dessas células, porém com aumento de sua atividade
funcional; manutencdo do nimero e da atividade funcional, porém diminuicdo da
renovacdo das fibras. Objetivo: Estudar a concentracdo de fibroblastos nas pregas vocais
de idosos. Material e Métodos: as pregas vocais de 13 cadaveres foram removidas e
distribuidas em dois grupos por faixas etarias: Grupo Controle: n-5, 18-40 anos; Grupo de
idosos: n-8, > 75 anos). As pregas vocais foram dissecadas e preparadas para anélise
imuno-histoquimica utilizando o anticorpo SA100 A4 aos fibroblastos. Os locais
analisados foram as méculas flavas e a por¢cdo medial (ou vibratdria) das pregas vocais. O
programa Avsoft-Biovew foi utilizado para quantificar a concentragédo de fibroblastos por
area. Resultados: foi identificada maior concentracdo de fibroblastos nas méculas da
laringe de adultos jovens e na por¢cdo medial das pregas vocais dos idosos. No entanto,
esses resultados ndo determinaram diferencas estatisticamente significativas, permitindo
concluir que ndo houve efeito da idade sobre a concentragcdo de fibroblastos nas pregas
vocais. Conclusdo: neste estudo ndo foram constatadas diferengas quantitativas na
concentracdo de fibroblastos nas laringes de idosos, quando comparada as laringes de
adultos jovens, tanto nas méaculas flavas como na por¢do medial das pregas vocais.

Palavras-chave: Presbifonia, Pregas vocais, ldosos, Fibroblastos, Imuno-histoquimica,

Presbilaringe.



ABSTRACT

Concentration of fibroblasts in the vocal folds of elderly people

Introduction: In presbyphonia, there is an increase in the extracellular fibrous matrix and
a decrease in hyaluronic acid in the lamina propria of the vocal folds. The fibroblasts are
responsible for the production and turnover of the fibrous matrix, but the reasons why the
matrix is denser in the larynges of the elderly are unclear. The hypotheses are: increase in
the concentration of fibroblasts; maintenance of the number of these cells, but with an
increase in their functional activity; maintenance of number and functional activity, but
decrease in fiber turnover. Objective: Study the concentration of fibroblasts in the vocal
folds of the elderly. Material and Methods: the vocal folds of 13 cadavers were removed
and divided into two age groups: Control Group: n-5, 18-40 years; Group of elderly: n-8, >
75 years). The vocal folds were dissected and prepared for immunohistochemical analysis
using the SA100 antibody to fibroblasts. The sites analyzed were maculae flavae and
medial (or vibratory) part of the vocal folds. The AVsoft Biovew program was used to
quantify the concentration of fibroblasts per area. Results: a higher concentration of
fibroblasts was identified in the macules of the larynx of young adults and in the medial
part of the vocal folds of the elderly. However, these results did not determine statistically
significant differences, allowing us to conclude that there was no effect of age on fibroblast
concentration in the vocal folds. Conclusion: In this study, no quantitative differences
were found in the concentration of fibroblasts in the larynges of the elderly, when
compared to the larynges of young adults, both in the macula flava and in the medial

portion of the vocal folds.

Key words: Presbyphonia, Vocal folds, Elderly, Fibroblasts, Immunohistochemistry,
Presbylarinx.
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1. INTRODUCAO

Em seres pluricelulares, o conjunto de células agrupadas possuem a capacidade de
especializar-se até constituir-se em tecido organizado. Quanto a estrutura anatémica
histologica fundamental, o tecido conjuntivo tem grande importancia, pois da subsidios aos
outros tecidos, estruturando o arcabouco e o esqueleto celular. E composto por células,
fibras e substancia amorfa, tendo como principal constituinte a matriz extracelular ou
substancia fundamental. Trata-se de um complexo viscoso, hidrofilico, aniénico, composto
por polissacarideos (glicosaminoglicanos, proteoglicanos e glicoproteinas multiadesivas).
Fibronectina e laminina, proteinas fibrosas, sdo capazes de se ligar aos receptores de
proteinas de superficie e aumentar a forca ténsil e de sustentacdo da matriz extracelular. A
matriz extracelular tem diversas funcBes dentre elas destacam-se as interagdes
intercelulares e intermatriz, conexdo entre os tecidos, participacdo na diferenciacéo celular,

na apoptose celular e na angiogénese®.

A lamina propria das pregas vocais tem uma configuracdo trilaminar (camadas
superficiais, intermediarias e profundas), na qual a concentracdo de fibras colagenas
aumenta a medida que se aproxima do musculo vocal (Figura 1). A camada superficial
(espaco de Reinke) é frouxa, com poucas fibras colagenas e elasticas, e alguns fibroblastos.
O espaco de Reinke (ER) é flexivel, permitindo a propagacao da onda mucosa. Na camada
intermediaria, h4& uma maior concentracdo de fibras elasticas, responsaveis pela
flexibilidade e maleabilidade das pregas vocais, e a camada profunda € rica em fibras

colagenas, proporcionando resisténcia e tensdo as pregas vocais®>.
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Figura 1: Representacdo das camadas da lamina propria da Prega vocal: A — Lamina sob
microscopia de luz mostrando o recorte da prega vocal, desde o epitélio até o musculo
vocal. B- Representacédo grafica da distribui¢do das camadas da prega vocal.

Os fibroblastos, presentes na lamina propria da prega vocal, sdo responsaveis pela
producdo, manutencdo, desenvolvimento e reparo da matriz extracelular fibrosa *°.
Desempenham também um papel em seu equilibrio, sendo responsaveis pela digestdo e
reabsorcédo, controlando assim a sua quantidade e qualidade. Os fibroblastos possuem um
citoplasma rico em organelas, especialmente o reticulo endoplasmatico rugoso (RER),
complexo de Golgi e muitas mitocondrias. A principal funcéo dos fibroblastos é a sintese
de colageno, uma proteina produzida em seu RER, armazenador do produto ribossémico >
7. O fibroblasto pode se apresentar sob diferentes formas, a depender da idade e atividade
em: ovalado, estrelado (mais ativo e com muitas organelas), fusiforme e fibrécito, em sua
fase de inatividade ou terminal* (Figura 2). Essas particularidades na apresentacio e

formato dos fibroblastos podem dificultar os pesquisadores durante sua identificacao.



Figura 2: Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) A- Fibroblasto estrelado. B-
Fibroblastos ovais, no centro representacdo de possivel fibrocito. C — Fibroblasto
Fusiforme

As pregas vocais apresentam as méaculas flavas (MF) anterior (MFA) e posterior
(MFP) em suas extremidades proximal e distal, respectivamente. Esses sitios s&o
considerados verdadeiros bercos de fibroblastos e sdo responsaveis pela sintese dos
componentes fibrosos da Iamina prépria*’ (Figura 3). Os fibroblastos da MF diferem dos
do ER. Em neonatos e adultos, os fibroblastos da MF tém formato estrelado, com pequena
relacdo ndcleo/citoplasma e citoplasma rico em organelas, indicativo de intensa atividade
na producdo de fibras colagenas e elasticas. No ER, os fibroblastos apresentam menos

organelas, indicativo de baixa producgéo de fibras.



/’_‘(E.T thyroid cartilage

L N pe mp\_ anterior commissure tendon

ﬂ‘ anterior macula flava
MFA 3 y
5 ,' ﬁ_ Reinke's space

wvocal ligament

v

&——— posterior macula flava

\ «—————elastic cartilage portion

¢ of the vocal process
hyaline cartilage portion
of the vocal process

Figura 3: A- Microscopia de luz representando laringe humana com realce para as MFA e
MFP. B- Representacdo grafica demonstrando estruturas laringeas com realce para as MFA
e MFP

A presbifonia € um processo natural e fisiolégico do envelhecimento da voz.
AlteracGes anatomicas, estruturais e funcionais da laringe podem ser identificadas, como
calcificagdes de cartilagens, atrofia do epitélio e da musculatura vocal, diminuicdo das

fibras elasticas e aumento das fibras colagenas, além da diminuicdo do acido hialuronico®

10

Os principais sintomas vocais relatados pelos idosos sdo fadiga vocal, astenia,
dificuldade para cantar e tremor vocal®’. As analises auditivo-perceptuais vocais dos
idosos registram rouquiddo, rugosidade, diminuicdo do tempo maximo de fonagdo (TMF),
soprosidade, astenia e instabilidade vocal. As andlises acuUsticas vocais identificam
diminuicdo da frequéncia fundamental em mulheres e um aumento em homens, incremento
da porcentagem do jitter (variagbes da frequéncia fundamental entre ciclos vizinhos) e de
shimmer (variacdes da amplitude entre ciclos vizinhos); aumento do NHR (Noise to

Harmonic Rate) e do SPI (Soft Phonation Index)81%11,



Pessin et al.'?, em estudo histopatologico de laringes de cadaveres constataram
maior concentracdo de matriz fibrosa em laringes de idosos quando comparada as de
adultos jovens, principalmente na porcdo medial das pregas vocais. Roberts et al.’®
atribuem essa ocorréncia a diminuigdo da atividade dos fibroblastos ou mesmo a redugéo
de sua populacéo (Figura 4). Percebe-se que fisiopatologia do aumento da matriz fibrosa,
especialmente de fibras colagenas, na laringe dos idosos ndo estd completamente
esclarecida. Dentre as hipoteses tem-se: aumento da concentracdo de fibroblastos na
lamina propria; manutencdo na populacdo de fibroblastos, porém com aumento na

atividade dessas células; manutencdo quantitativa da populacdo e na atividade dessas

células, porém com diminui¢do na renovacao das fibras.

Figura 4: MET: A — Representacdo de fibras frouxas e regulares em Pregas Vocais (PV)
de jovens. B- Representacdo de emaranhado de fibras irregulares em PV de idosos.

2. OBJETIVOS

O objetivo do estudo foi analisar a concentracdo de fibroblastos nas pregas vocais

da laringe de idosos, a fim de desvendar alguns eventos fisiopatoldgicos da presbifonia.



3. MATERIAIS E METODOS

Foram incluidas laringes retiradas de cadaveres durante necropsia, realizada no
Departamento de Patologia de nossa instituicdo. As laringes foram distribuidas em dois
grupos por faixas etéarias: Grupo Controle (n-5; idade de 18 a 40 anos - 4M e 1F) e Grupo

de idosos (n-8; idade > 75 anos - 4M e 4F).

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
instituicdo onde foi realizado (nimero do processo: 1.759.098), os familiares assinaram um

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido autorizando a remocéo do 6rgao.

Critérios de exclusdo: o6bito por sepse, tabagismo croénico, intubacdo prolongada, cirurgia
laringea prévia, trauma cervical, neoplasias laringeas ou outras doencas que pudessem
comprometer as estruturas das pregas vocais, como doencas dermatoldgicas, autoimunes,
metabolicas, reumaticas, respiratorias. Os dados referentes a habitos e doencas foram

obtidos por meio de laudos familiares, declara¢des de 6bito e prontuarios.

A laringe foi aberta na porcdo posterior e examinada macroscopicamente para
identificar possiveis lesbes. Em seguida, as pregas vocais direita e esquerda foram
removidas, evitando-se a manipulacdo de sua mucosa de cobertura (Figura 5). A prega
vocal esquerda foi reservada para outro estudo e a prega direita foi preparada para

microscopia de luz e analise imuno-histoquimica.

Para a analise setorial da prega vocal, foram estudados dois locais: méaculas flavas

(anterior e posterior) e por¢cdo medial da prega vocal (Figura 6).

As laminas foram coradas com Hematoxilina-Eosina e técnicas imuno-
histoquimicas. Para as reacdes imuno-histoquimicas, as pecas emblocadas em parafina
foram cortadas com 4um de espessura, com auxilio do micrétomo rotativo (Leica®,

modelo RM2165, Wetzlar; Germany) com navalhas descartaveis de aco inox 77x e 0s



cortes acondicionados em laminas histologicas de vidro de borda esmerilhada (76 x 26
mm/3x1), previamente lavadas e sanilizadas. Na sequéncia foram desparafinadas através
de trés banhos de xilol e incubadas por cerca de cinco minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, foram passados por quatro banhos de &lcool absoluto para hidratagdo. O
anticorpo utilizado nas reac¢Ges imuno-histoquimicas foi 0 S100A4 (AB 41532-ABCAM,

Cambridge, Cambridgeshire), para fibroblastos.

Figura 5: A - Exame Macroscopico da laringe humana ap6s remogdo, e disseccdo da
Prega vocal. B- Destaque para a prega vocal removida.
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Figura 6. llustracdo demonstrando as &reas de estudo da prega vocal para as anélises de
microscopia de luz e imuno-histoquimica. MFA E MFP (extremidades) e Por¢do Medial da
Prega Vocal (PMPV)

As laminas histoldgicas e imuno-histoquimicas foram analisadas com lente 40x
utilizando o software CellSens Standard (Olympus, EUA), levando em consideragdo a

concentracéo, distribui¢do e imunoexpressdo por S100A4 (Anticorpo AB41532).

As laminas histoldgicas foram lidas cegamente para faixas etarias e locais. As
imagens foram obtidas por uma camera digital (modelo Axio Cam Hrc; Alemanha),
acoplada a um microscopio e um microcomputador, digitalizado utilizando o software
Axion Vision, versdao 4.8, sempre com aumento de 40x. As camadas superficiais e
intermediarias da lamina propria foram selecionadas para as leituras. Foram fotografados
quatro quadros ndo correspondentes. As imagens foram analisadas pelo programa Avsoft
Biovew. As medidas de expressao de anticorpos foram identificadas pelo grau de acimulo
de coloracdo acastanhada nas células (Figura 7). A &rea estudada foi padronizada em um2

e o resultado foi dado em porcentagem (%).



SO ", A e o S T O, SRR
- - ‘& o
SR Y W e \‘\\\-.} M
) ‘. . -
| -;\’.\‘N‘ ‘ W X8 - dlmis ol 4
"“‘ : \ : ; \‘~ 1 & \\‘. . «_'I. ' \- : 9 \ \:\‘

e LN (N NAE | v (T \
AS L) Aoy i TN W VY te : e
i TR T TR G W RGO TR

Figura 7: Coloracdo imuno-histoquimica. Fibroblasto corado de castanho escuro.

4. ANALISE ESTATISTICA

Os grupos foram avaliados individualmente e comparados. Cada grupo (controle e
idosos) foi inicialmente caracterizado pelas respectivas medianas, valores minimos e
maximos, para os dados ndo paramétricos. Para comparar as regides entre os grupos, foi
utilizado o teste de Mann-Whitney. Para comparar as regides do mesmo grupo, foi
utilizado o teste de Wilcoxon. Todos os resultados analiticos foram discutidos

considerando-se um nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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5. RESULTADOS

N&o houve diferenca estatistica na concentracdo de fibroblastos no grupo controle
nas maculas flavas (2,54; 1,60 - 3,30) e na porcdo medial das pregas vocais (1,83; 0,94 -
4,33), p-0,625. Resultados semelhantes foram registrados no grupo de idosos: méaculas
flavas (2,0; 1,38 - 3,24) e porcdo medial das pregas vocais (2,66; 0,82 99 - 3,67), p - 0,313.

(Tabela 1, figura 8).

Em relacdo ao local estudado, ndo houve diferenca estatistica nas maculas flavas
entre o grupo controle (2,54; 1,60 - 3,30) e o grupo idoso (2,0; 102 1,38 - 3,24), p-0,622,
bem como na porcdo medial das pregas vocais para o grupo controle (1,83; 0,94-4,44) e 0

grupo idoso (2,66; 0,82-3,67), p 0,524. (Tabela 1; figura 8).

Tabela 1: Mediana (minimo-maximo) da concentracdo de fibroblasto (%) por area de
acordo com o grupo e regido (méacula flava e porcdo medial de prega vocal).

Regido

Variadvel  Grupo p-valor *
MF PV
2.43+0,668 2.14+1,30
Controle 254[1,60;330] 1,83[0,94 : 4,33] 0,625
F(%)
2,19+0,714] 2,410,958
Idoso 200[1,38;324] 2,66 [0,82 ; 3,67] 0,313
P valor ** 0,622 0,524

* Valor p do teste de Wilcoxon; ** Resultado do teste de Mann-Whitney
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Figura 8: Boxplot das variaveis F(%) e Area, considerando grupos e regides.

A Tabela 2 apresenta a area analisada, o local e os grupos. Ndo houve diferenca
estatistica nas areas do grupo controle, mécula flava (2,352; 1,458-3,055) e porcdo medial
da prega vocal (1,892; 876-3,999), p-0,625, bem como no grupo idoso, méculas flavas
(1,866;1,289-3,034) e por¢cdo medial da prega vocal (2,474; 767 - 109 3,419), p-0,313. Nao
foi observada diferenca estatistica entre os grupos por local estudado separadamente:
maéculas flavas (grupo controle [2,352;1,458-3,055] e grupo idoso [1,866;1,289- 3,034]), p
- 0,622; porcdo medial da prega vocal (grupo controle [1.692;876-3.999], grupo idoso

[2,474:767-3,419]), p - 0,524.
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Tabela 2: * Mediatdesvio padrdo, Mediana [minimo; maximo] da variavel por area,
segundo o Grupo e Regiéo

Variavel Grupo Regiao p-valor *
MF PV
1984+1200
2243622 _
Controle 2352 [1458 : 3055] 1692 [876 ; 0,625
. 3999]
Area 2248+890
+
20381665 -
Idoso . 2474 [767 ; 0,313
1866 [1289 ; 3034] 3419]
P valor ** 0,622 0,524

* Valor p do teste de Wilcoxon; ** Resultado do teste de Mann-Whitney

6. DISCUSSAO

Na presbilaringe, hd uma perda do equilibrio entre a producéo e a degradacéo da
matriz fibrosa extracelular da lamina prépria, resultando em um aumento consideravel na
concentracéo de fibras colagenas e uma diminuicdo nas fibras elasticas e acido hialurdnico.
Tais alteragcdes anatomo-funcionais sdo responsaveis por parte dos sintomas vocais em
idosos. Esta matriz fibrosa foi produzida por fibroblastos, mas a fisiopatologia do processo
de senescéncia da voz ainda ndo esta totalmente clara. Ha duvidas sobre a quantidade de
fibroblastos na lamina prépria da laringe de idosos, bem como sua distribuicao setorial. O

desvendar dessa lacuna foi o principal objetivo deste estudo.

Estudos que visam identificar fibroblastos no tecido conjuntivo apresentam diversas
dificuldades devido a heterogeneidade dessas células. Eles podem aparecer em diferentes
formatos (oval, estrelado, eliptico ou fusiforme), dependendo do estagio de maturacéo e de
diferenciacdo em que se encontram. Em estudos imuno-histoquimicos, 0s anticorpos
carecem de especificidade para fibroblastos e podem corar fibras musculares lisas, células

endoteliais e mondcitos, necessitando de cautela na analise 141°.
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Nossos resultados mostraram que had uma concentracdo semelhante de fibroblastos
na laringe de jovens e idosos, tanto na MF quanto na porcdo medial da prega vocal.
Entretanto, analisando os valores separadamente, observou-se que a MF de laringes jovens
concentrava maior populacdo de fibroblastos, quando comparada a por¢cdo medial da prega

vocal, como também demonstrado por outros autores®®.

Para Hirano et al.#, os fibroblastos da MF contribuem para o desenvolvimento do
ligamento vocal em neonatos e para sua manutencdo e metabolismo em adultos. Nossos
resultados indicaram que na laringe idosa a MF também estava ativa, em relacdo a
concentracdo de fibroblastos. Na porcdo medial das pregas vocais, essa concentracdo foi
ainda maior nos idosos, provavelmente por se tratar de uma area de maior vibracdo durante
a fonacdo. Assim, ndo identificamos alteracbes quantitativas na concentragdo de

fibroblastos com a idade, como sugerido por outros autores”.

Sato e Hirano!’ analisaram dez pregas vocais humanas de idosos sob microscopia
Optica e eletrdnica de transmissdo e encontraram um numero reduzido de fibroblastos, em
comparagdo com laringes jovens, além de organelas degeneradas, acimulo de granulos de
glicogénio e goticulas lipidicas no citoplasma, diminuicdo do nimero de fibras colagenas e
fibras elasticas. Para esses autores, na laringe idosa ha uma diminui¢do no nimero e na
atividade de fibroblastos na MF e, consequentemente, ha uma diminuigdo na sintese de
componentes fibrosos. Esta ultima afirmacdo nio foi confirmada por Pessin et al®, que
identificaram um aumento expressivo da MFE na lamina propria da laringe dos idosos,

mais especificamente, na porcdo fonatdria da borda livre das pregas vocais.

Para Kawai et al.’®, na laringe de idosos, ha diminuicdo da atividade proliferativa
dos fibroblastos, bem como de sua capacidade de produzir &cido hialurdnico e fibras
elasticas. As fibras colagenas s@o produzidas por miofibroblastos, que estdo em alta

concentracdo e tém a capacidade de produzir colageno tipo I em abundéncia. Além disso,
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h& uma diminuicdo no turnover dessas fibras, as quais permanecem por muito tempo na
lamina prépria antes ou depois de serem degradadas. Esses autores estudaram, in vitro, as
pregas vocais de ratos jovens (12 semanas) e idosos (19 meses) e compararam a
capacidade proliferativa, a populacdo e a funcdo dos miofibroblastos e a producdo de
matriz fibrosa. No grupo de idosos houve uma longa fase de mitose, um aumento nos
miofibroblastos, muitos com disfun¢des e um aumento na producdo de colageno tipo I,
mas com uma reducdo no turnover das células. Portanto, estudos adicionais com
anticorpos especificos para miofibroblastos sdo necessarios para avaliar a populagdo dessas

células.

Awd Allah et al.’® descreveram as caracteristicas morfoldgicas de fibroblastos por
Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET), em laringes de diferentes faixas etarias
(neonatos, adultos e geriatricas). Os locais estudados foram MF e espaco de Reinke (ER).
Na MF de neonatos e adultos, predominaram fibroblastos em formato estrelado, com
pequena relacdo nucleo/citoplasma e organelas bem desenvolvidas (reticulo
endoplasmatico rugoso e aparelho de Golgi). No ER essas células eram ovais e fusiformes
em adultos, com grande relacdo nucleo/citoplasma e organelas menos desenvolvidas. A
maioria dos fibroblastos na MF da laringe geriatrica tinha uma forma estrelada. Os
fibroblastos fusiformes predominaram no ER, semelhante aos adultos, mas com menos
organelas. Os autores consideram que parte dos sintomas relatados na presbifonia pode ser

justificada pelas alteragdes estruturais dos fibroblastos.

Para alguns autores, a atividade dos fibroblastos e a producéo de matriz extracelular
sdo dependentes da funcdo. Assim, um estimulo mecénico desencadeia uma reagdo
biomecénica. Os fibroblastos seriam mais ativos na laringe com maior funcdo e menos
ativos em idosos e em pacientes incapacitados. Confirmando essa hipotese, Sato et al.?°

analisaram a laringe de um paciente com sequelas neurolégicas graves que o impediram de
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falar por 11 anos, necessitando de laringectomia para controle de aspiracdo e pneumonias
recorrentes. A analise histologica da laringe revelou intensa atrofia da mucosa das pregas
vocais, auséncia de ligamento vocal (semelhante ao neonato), auséncia de padréo
trilaminar da lamina prépria, fibroblastos elipticos, com pequena relacdo ndcleo/citoplasma

e poucas organelas.

Outro aspecto a ser discutido da presbifonia é a base genética individual. Por que a
deterioracdo vocal ndo ocorre em 100% dos idosos mesmo apds a 82 década? Certamente, a
origem da presbifonia é multifatorial e envolve fatores genéticos, nutricionais, gerais de

salde corporal e vocais.
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7. CONCLUSAO

Neste estudo ndo foram constatadas diferencas quantitativas na concentracdo de
fibroblastos nas laringes de idosos, quando comparada as laringes de adultos jovens, tanto

nas méaculas flavas como na por¢cdo medial das pregas vocais.
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