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RESUMO

Objetivo: estudar o remodelamento dos coladgenos dos tipos I, 11, 1V e V, da elastina, da
fibronectina, da laminina e do acido hialurénico, no processo de senilidade da laringe humana
por meio de estudo imuno-histquimico. Casuistica e Métodos: foram utilizadas 30 pregas
vocais humanas masculinas removidas durante a rotina de necrdpsia do Departamento de
Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP, sendo 20 laringes de idosos (n-10;
60-75 anos e n-10; acima de 75 anos) e 10 de adultos controles (de 30 a 50 anos). Os
fragmentos das pregas vocais receberam as reagcdes imuno-histoquimicas para os colagenos |,
I, IV e V, elastina, fibronectina, laminina e &cido hialurénico. As leituras das ldminas foram
realizadas quantificando-se o grau de acimulo de coloracdo acastanhada das estruturas da
lamina prépria e da membrana basal, sendo a area padronizada em pum?e o resultado dado em
porcentagem de area pelo software ImageJ. Resultados: houve aumento da imunoexpressao
dos colagenos I e 111 nas laringes dos idosos (p<0.05). Os valores registrados do colageno | na
camada superficial nas trés faixas etarias foram respectivamente, 34,2%, 39,6% e 40,4%; na
camada profunda, 31,8%, 44,4% e 46,9%. Os valores do colageno Ill na camada superficial
nas trés faixas etarias foram respectivamente, 25,6%, 31,2% e 32,4%; na camada profunda,
23,6%, 24,6% e 29,9%. Para os colagenos IV e V, observou-se maior intensidade de
marcacdo desses anticorpos no endotélio dos vasos da camada superficial da ldmina prépria e
na membrana basal com discreta variacdo entre os grupos sem diferenca estatistica. Os
valores registrados do coladgeno IV na camada superficial nas trés faixas etarias foram
respectivamente, 20,9%, 20,7% e 21,3%; na camada profunda, 17,6%, 19,3% e 20,4%. Os
valores do colageno V na camada superficial nas trés faixas etarias foram respectivamente,
38,5%, 36,2% e 31,8%; na camada profunda 36,6%, 35% e 31,3%. Houve aumento da
imunoexpressdo da fibronectina e da laminina na laringe dos idosos. Os valores registrados
da fibronectina na camada superficial nas trés faixas etarias foram respectivamente, 20,6%,
30,2% e 36,2%; na camada profunda, 19,8%, 25,6% e 37,2%. Os valores registrados da
laminina na camada superficial nas trés faixas etarias foram respectivamente, 11,7%, 18,7% e
19,1%; na camada profunda, 10,6%, 18,6% e 21%. Houve diminuicdo da imunoexpressdo da
elastina e do &cido hialurénico nas laringes dos idosos. Os valores registrados da elastina na
camada superficial nas trés faixas etarias foram respectivamente, 28,2%, 20,8% e 15,9%; na
camada profunda, 27,5%, 23% e 18,2%. Os valores do &cido hialurbnico na camada
superficial nas trés faixas etarias foram respectivamente, 40,1%, 26,1% e 20,4%; na camada

profunda, 38,2%, 23,8% e 23,3%. Conclusdes: nas condi¢cdes metodoldgicas deste estudo, 0s



resultados imuno-histoquimicos das analises das laringes de idosos mostraram evidente
aumento de fibras colagenas | e Ill, de fibronectina e de laminina na lamina propria das
pregas vocais. No entanto, houve diminuicdo de fibras elasticas e de &cido hialurénico, nesse
mesmo sitio. O comportamento dos colagenos IV e V ndo se diferiu nas diferentes faixas
etarias. Tais achados representaram o condensamento da matriz extracelular, fornecido pelo
aumento dos colagenos e a diminuicdo da viscoelasticidade, pelo decréscimo da elastina e

acido hialuronico.



ABSTRACT

Objective: to study the remodeling of collagen types I, Ill, IV and V, elastin, fibronectin,
laminin and hyaluronic acid using immunohistochemical techniques during the aging process
of human larynx. Casuistic and Methods: thirty male human vocal folds were removed
during routine autopsy in the Department of Pathology at Botucatu Medical School/UNESP,
of these, twenty elderly men (n-10; 60-75 years and n-10, over 75 years) and 10 adult male
(30-50 years). The fragments of vocal folds received the immunohistochemical techniques for
collagens types I, Ill, IV and V, elastin, fibronectin, laminin and hyaluronic acid. The
readings of the lamina propria were carried out taking into account the accumulation of
brownish color of its structures as well as basal membrane, given the standard area in um?
and the result in percentage of area by the ImageJ software. Results: there was an increase of
immunoexpression of collagen types I and III in the larynxes of the elderly (p<0.05). The
values registered in the collagen type | on the superficial layer of the three age groups were
respectively, 34.2%, 39.6% and 40.4%, whereas 31.8%, 44.4% and 46.9% in the deep layer.
The values of the collagen type Il in the superficial layer of the three age groups were
respectively, 25.6%, 31.2% and 32.4%; while in the deep layer the values were 23.6%, 24.6%
and 29.9%. For the collagen types IV and V, a higher intensity in the immunoexpression of
these antibodies in the vascular endothelium of the superficial layer as well as the basal
membrane was observed. The registered values for collagen type IV in the superficial layer in
the three age groups were respectively 20.9%, 20.7% and 21.3% as well as 17.6%, 19.3% and
20.4% in the deep layer. The values of collagen type V in the superficial layer in the three age
groups were respectively 38.5%, 36.2% and 31.8%; and in the deep layer, 36.6%, 35% and
31.3%. There was an increase of immunoexpression of fibronectin and laminin in the
larynxes of the elderly. The values of fibronectin registered in the superficial layer in the
three age groups were respectively 20.6%, 30.2% and 36.2%; in the deep layer, 19.8%,
25.6% and 37.2%. The registered values of laminin in the superficial layer were respectively
11.7%, 18.7% and 19.1%; in the deep layer 10.6%, 18.6% and 21%. There was a decrease of
immunoexpression of elastin and hyaluronic acid in the superficial layer in the larynxes of the
elderly. The values of elastin registered in the superficial layer were respectively 28.2%,
20.8% and 15.9%; and in the deep layer, 27.5%, 23% and 18.2%. The values of the
hyaluronic acid in the superficial layer in the three ages were respectively 40.1%, 26.1% and
20.4%; but in the deep layer such values were 38.2%, 23.8% and 23.3%. Conclusions: with
the methodological conditions of this study, the results of immunohistochemical analyzes of



the elderly larynx showed increase of collagen I and Ill, fibronectin and laminin in the lamina
propria of the vocal folds. However, there was a decrease of elastic fibers and hyaluronic acid
in the same place. The behavior of collagens IV and V did not differ between aged groups.
These findings represented the condensate extracellular matrix provided by increase of the
collagens and decrease of the viscoelasticity by decreased due to elastin and hyaluronic acid

decreased.



1 Introducao e Literatura




1. INTRODUCAO E LITERATURA

1.1. Aspectos Epidemioldgicos

Com o0 aumento da expectativa de vida, os idosos estdo cada vez mais
influentes e envolvidos em atividades politicas, esportivas, educacionais e sociais. Estima-se
que em 2050, a populacdo de idosos seja de dois bilhGes, ou 20% da populagdo mundial
(UNFPA, 2012).

No Brasil, a estimativa prevé que em 2020 o pais terd a sexta maior populagéo
idosa do mundo, com cerca de 32 milhdes de pessoas, valores similares aos encontrados hoje
em paises desenvolvidos (Matos et al., 2004). O crescimento do nimero de idosos no Brasil
vem se mostrando linear. Em 2060 o IBGE estima que 33,7% da populacéo brasileira sejam

de idosos (Figura 1).
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Figura 1. Estimativa, em porcentagem, da distribui¢do da populagdo brasileira em grupos de idade.
(IBGE, 2013).
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As NacOes Unidas projetam que entre 2000 e 2050, a participacdo da
populacdo jovem declinara de 28,8% para 19,9%, e, simultaneamente, a populacdo adulta
sofrerd uma reducdo de 63,4 para 56,5%. Por outro lado, o aumento estard concentrado na
populacdo idosa, a qual passard de 7,8% para 23,6%, intensificando o envelhecimento
populacional brasileiro. Conjuntamente com essas projecdes, a expectativa de vida no Brasil
passara de 50 anos (na década de 1950) para 73,9 anos em 2025 a 2030 e 76,9 anos em 2045
a 2050 (United Nations, 2002).

Esse cenario tem estimulado pesquisas e acGes para garantir um
envelhecimento saudavel e ativo. Com a busca de conhecimento sobre a laringe e a voz de
idosos ndo tem sido diferente. Estudos no Japdo e nos Estados Unidos mostram uma
crescente demanda de pessoas com idade acima de 65 anos em busca de atendimento em
servigos de salde com queixas de voz. Em uma revisdo retrospectiva entre os anos de 1999 a
2005, Takano et al. (2010) mostraram um aumento crescente da procura por atendimento em
ambulatorios de voz de 9% em 1985, 13% em 1995, 20% em 2000 e 30% em 2005.
Paralelamente, esses atendimentos médicos tém diagnosticado um numero expressivo de
pregas vocais com atrofia, alteracdo esta, comumente observada na presbifonia. Desta forma,
0s autores destacam o aumento do numero do diagnéstico da presbilaringe em pessoas idosas.

Em outro extenso inquérito que incluiu 6.350 pacientes, Davids et al.(2012)
investigaram o numero de idosos que procuraram o servico de Otorrinolaringologia nos
Estados Unidos, no periodo entre 2004 a 2009. Os autores avaliaram os diagnosticos, o
numero de pacientes com atrofia de prega vocal e o tratamento proposto e constataram que
21% dessa populacgdo, cerca de 1.335, correspondiam aos idosos, sendo que 24,5% destes
apresentavam pregas vocais atroficas. Dentre estes, 38,9% ndo haviam realizado tratamento

vocal, 56,8% haviam sido submetidos a terapia de voz e 6,3% a laringoplastia para correcao
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da atrofia vocal. A partir desses resultados, os autores chamaram a atencéo para a demanda
crescente na busca de técnicas de tratamento da atrofia de pregas vocais pela populacéo

idosa.

1.2. A presbifonia

As mudancas estruturais e funcionais da laringe que vao ocorrendo ao longo
da vida irdo promover caracteristicas vocais proprias, que na senescéncia sdo conhecidas
como presbifonia. Como principais achados vocais na presbifonia observa-se diminuicdo do
tempo maximo de fonacdo, aumento da frequéncia fundamental nos homens e diminuicéo nas
mulheres, decréscimo da extensdo de frequéncia vocal, aumento da nasalidade e da
soprosidade, astenia, tremor, rouquid&o, instabilidade, diminui¢do na velocidade da fala e,
consequentemente, perda da performance vocal (Behlau & Pontes, 1995; Carbonell et al.,
1996; Sataloff et al., 1997; Behlau et al., 2001; Takano et al., 2010; Martins et al., 2014).

Ao observar a laringe do idoso durante exame de videolaringoscopia é
possivel verificar acentuada concavidade da margem livre das pregas vocais, secundaria a
atrofia do musculo vocal, proeminéncia das apdfises vocais, as quais se configuram como
“setas”, e presenc¢a de fenda glotica do tipo fusiforme (Behlau & Pontes, 1995; Paulsen et al.,
2000; Behlau et al., 2001; Bloch & Behrman, 2001; Pontes et al., 2005; Pontes et al., 2006),
(Figura 2). O exame de videolaringoestroboscopia revela alteraces na peridiocidade do ciclo
glotico, diminuicdo da amplitude do movimento mucoondulatério, diminuicdo da excursao
das aritendides e fase do fechamento glotico diminuida (Behlau & Pontes, 1995). As
cartilagens laringeas tornam-se mais rigidas, pelo processo de calcificacdo, 0 nimero de
glandulas mucosas fica reduzido, ha lentificacdo na transmissdo neuromuscular e diminuicao

no controle do neurénio neuromotor (Behlau et al., 1988; Woo et al., 1992).
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Figura 2. Exame de Videolaringoscopia da laringe de idoso. Observa-se atrofia das pregas vocais,

fenda glética do tipo fusiforme e proeminéncia das apéfises vocais.

Os parametros vocais acusticos também mostram diferencas entre as vozes de
jovens e idosos, bem como entre os sexos. Dando continuidade ao estudo de Behlau et al.
(1985), Priston et al. (1992) realizaram um extenso mapeamento dos valores da frequéncia
fundamental e do tempo maximo de fonacgdo de brasileiros de ambos 0s sexos nas variadas
faixas etarias. Demonstraram, por meio deste estudo, que os valores da frequéncia
fundamental véo se diferindo com o avanco da idade, principalmente entre os homens.
Nestes, a frequéncia fundamental variou entre 131,5Hz aos 60-69 anos a 153,8Hz na faixa
etaria entre 80 a 89 anos; ja nas mulheres, variou entre 192,2Hz aos 60-69 anos para 191,2Hz
aos 80-89 anos de idade. Deste modo, pode-se inferir que as mudangas que ocorrem na
configuracdo laringea durante a vida sejam um fator decisivo para os diferentes valores

encontrados nas medidas acusticas e na percepcao auditiva da voz do idoso.

1.2.1. Aspectos histoldgicos e imuno-histoquimicos das pregas vocais na presbifonia.

No processo de envelhecimento ocorrem diversas alteracdes histolégicas na

cobertura epitelial da laringe e no musculo vocal. O epitélio das pregas vocais € do tipo
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pavimentoso estratificado ndo queratinizado, composto por 5 a 10 camadas de células
sobrepostas sobre uma delicada membrana basal de trajeto sinuoso, estando as células basais
dispostas perpendicularmente a esta (Ross & Pawlina, 2006). Estudos histologicos de laringes
submetidas a necrépsia tém identificado diminuicdo no ndmero das células epiteliais do
idoso, a semelhanca do que se observa na derme. O epitélio pode se reduzir a duas ou trés
camadas de células, apresentando aspecto atrofico, o que prejudica a perfeita coaptacdo das
pregas vocais e torna a voz mais baixa e soprosa (Gray, 2000; Kendall, 2007; Hirano et al.,
2008; Gregory et al., 2012).

A membrana basal da laringe do idoso torna-se espessada e a ldamina prépria
sofre alteragfes quantitativas. Esta foi descrita por Hirano (1974) como sendo de aspecto
trilaminar, composta por uma camada superficial, posicionada logo abaixo da membrana
basal, denominada de espaco de Reinke, uma camada intermediéria, rica em fibras elasticas, e
uma camada profunda, rica em fibras colagenas, posicionada sobre as fibras do musculo
vocal. Na lamina prdpria encontram-se alguns fibroblastos, fibras elésticas, fibras colagenas,
glicosaminas, proteoglicans, glicoproteinas, alguns capilares e raras celulas leucocitarias. As
principais proteinas fibrosas da lamina prépria sdo o colageno e a elastina; as principais
proteinas adesivas sdo a fibronectina e a laminina.

A matriz extracelular da lamina propria da laringe € composta por um conjunto
de macromoléculas que formam uma rede e sdo secretadas pelos fibroblastos que nela
permeiam. Na matriz extracelular, fibras coldgenas e elasticas estdo imersas em um gel
hidrofilico rico em proteoglicanas, glicosaminoglicanas e glicoproteinas, com funcéo de
suporte mecanico e resisténcia aos tecidos, além de facilitar a difusdo de agua e a migracao
celular. Seus componentes sdo produzidos no complexo de Golgi e na membrana plasmatica

das células.
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A partir da descricdo da microestrutura da prega vocal e sua importante
participacdo na biomecénica da laringe, e consequentemente na qualidade vocal, os
pesquisadores tém aprofundado os estudos morfol6gicos, a fim de compreender e reconhecer
0 mecanismo de participacdo das fibras elasticas, colagenas e das proteinas na fonacdo. Gray
et al. (2000) confirmam que as fibras colagenas e elasticas tém relacdo com a biomecénica da
prega vocal, afinal, a primeira suporta a tensdo e o estiramento desta e a Gltima, é responsavel
por sua deformidade e o pronto retorno a sua forma original.

As fibras colagenas se distribuem em toda a extensdo da lamina propria, desde
as camadas superficiais até as mais profundas (Hammond et al., 2000; Sato et al., 2002),
representam uma familia de proteinas que desempenham a funcdo de suporte na estrutura
tecidual, garantindo estabilidade e resisténcia, papéis estes, de extrema importancia na
fisiologia vocal.

Por meio de estudo imuno-histoquimico, Tateya et al. (2006) descreveram a
presenca de elastina e colagenos dos tipos I, Ill, IV e V nas pregas vocais de adultos. O
colageno tipo | esta distribuido na camada superficial da lamina prdpria, bem préximo a
membrana basal (fibras finas), camada profunda e maculas flavas; o tipo Il é encontrado em
toda a lamina propria (fibras finas e grossas); os tipos IV e V (componente fibroso) estdo
distribuidos na membrana basal e no endotelio dos vasos e, por fim, a elastina é reconhecida
na camada superficial, proxima a membrana basal, camada intermediaria e profunda e na
mécula flava. Os tipos | e 111 sdo os colagenos de maior presenca na lamina propria (Hahn et
al., 2006).

As fibras colagenas sdo importantes estruturas que envolvem as camadas da
lamina propria em adultos, devido a sua propriedade biomecénica e sua estreita relagdo com o

epitélio superficial e a profundidade do musculo vocal (Prades et al., 2010).
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Madruga de Melo et al. (2003) demostraram a distribuicdo do colédgeno na
lamina propria e no musculo da prega vocal, conceituando o termo “cesta de vime” para o
arranjo entrelacado das fibras colagenas dos tipos | e Ill. Forma-se assim um arcabouco
fibroso, com importante fungdo na biomecénica da producéo do som.

Em individuos idosos, as fibras elésticas se tornam diferentes
morfologicamente em relacdo as dos adultos, ou seja, com o envelhecimento, a relagdo entre
fibras colagenas e elasticas aumenta e o predominio das primeiras culmina em rigidez e
diminuicdo da onda mucoondulatéria. Tais alteracOes, aliadas a diminuicdo da elastina e do
acido hialurénico, diminuem ainda mais a viscosidade das pregas vocais (Sato & Hirano,
1997; Hammond et al., 2000; Butler et al., 2001; Sato et al., 2002). Essas alteracfes
estruturais repercutem negativamente na performance vocal dos idosos (Hirano et al., 2004).

Sato & Hirano (1997) sugerem que com o envelhecimento, as fibras elasticas
perdem sua funcédo de elasticidade, devido ao aumento da substancia amorfa, a diminuicéo
das microfibrilas e as alteragdes no seu metabolismo. Mais recentemente, por meio de um
estudo experimental utilizando analise genética (pro-colagenos I e 111 e hialuronano), Ohno et
al. (2009) relacionaram a diminuicdo da forca fonatdria na presbilaringe ao aumento das
fibras colagenas na lamina propria. A diminuicdo da densidade da matriz extracelular foi
também relacionada pelos autores, especialmente a reducdo da densidade do acido
hialurénico.

Hammond et al. (2000), procurando estudar a concentracdo das fibras
colagenas na laringe de diferentes idades, constataram por meio de um sistema de analise de
imagem que nas laminas coradas pelo pricossirius, as fibras coldgenas aumentam com a
idade, tendo em vista sua maior concentracao nas laringes dos homens idosos. Em relacédo a
localizacdo das fibras colagenas estudadas, os autores descreveram maior concentracao destas

na camada profunda da lamina propria.
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Pela complexidade e interdependéncia das microestruturas das pregas vocais,
infere-se que no envelhecimento tais componentes estejam suceptiveis as mudancas
organicas. Ximenes et al. (2003) realizaram analise histomorfométrica de 20 laringes de
cadaveres (10 homens e 10 mulheres) com idades de 30 a 90 anos, utilizando como grupo
controle os fragmentos de pele da regido inguinal dos proprios sujeitos. Observaram
diminuicdo da espessura da lamina propria das pregas vocais e da densidade de células
epiteliais com o envelhecimento, o que poderia justificar o padrdo vocal do idoso. As
alteracGes mostraram-se mais significativas nos homens e acompanharam o padréo da derme.

Pelo exposto, percebe-se a preocupacgdo da maioria dos autores em estudar o
comportamento das fibras elasticas, dos colagenos | e 11l e do &cido hialurbnico na laringe
dos idosos; no entanto estudos mais abrangentes, que incluam outros componentes da lamina

prépria sdo escassos, justificando o desenvolvimento de outras pesquisas nesse tema.
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2 Objetivos




2. OBJETIVOS

Estudar o remodelamento dos colagenos dos tipos I, I, IV e V, da elastina, da
fibronectina, da laminina e do acido hialurénico, no processo de senilidade da laringe

humana por meio de estudo imuno-histquimico.

27



3 Casuistica e M étodos




3. CASUISTICA E METODOS

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos da Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP (protocolo 3861/2011)
(Anexo 1).

Para o presente estudo, foram utilizadas 30 pregas vocais humanas masculinas
removidas durante a rotina de necropsia do Departamento de Patologia da Faculdade de
Medicina de Botucatu/UNESP, tendo recebido aprovacdo prévia desse setor e do familiar
com a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2). Foram
incluidas 20 laringes de idosos (entre 60 a 90 anos) e 10 de adultos controles (de 30 a 50
anos). O grupo de idosos foi subdividido em duas faixas etarias: 60-75 anos (n-10) e acima de
75 anos (n-10), mantendo-se 0 mesmo grupo controle. Foram selecionados apenas cadaveres
do sexo masculino, pois 0 pequeno numero de necrépsia de cadaveres do sexo feminino no
periodo de estudo ndo nos permitiu comparacao entre 0s géneros nos parametros estudados.

A causa do dbito foi extraida da ficha de autopsia e sempre que possivel,
informagdes adicionais foram obtidas dos prontuarios médicos e dos familiares. Foram
excluidas as laringes de pacientes com septicemia, intubacéo prolongada, doencas infecciosas
sistémicas, demais doencas dermatologicas, auto-imunes ou metabolicas, traumatismo
cervical de qualquer natureza, tabagismo, ou outras causas que pudessem comprometer a
mucosa das pregas vocais e invalidar a analise do estudo imuno-histoquimico. Além disso, na
selecdo das pecas, nove laringes precisaram ser descartadas e substituidas, por apresentarem
laceracOes e hematomas durante a remocéo, o que resultou no tamanho amostral representado

no esquema da figura 3.
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Grupo controle Grupo idosos
30a50 ancs Acimade 75 anos
n-10 n-10

Figura 3. Esquema representativo do tamanho amostral e sua distribuicdo em faixas etérias.

As laringes foram incisadas na sua porgcdo posterior e examinadas
macroscopicamente para identificacdo de possiveis lesdes (Figura 4). Ap0s este cuidadoso
processo, as laringes foram delicadamente dissecadas, evitando-se a manipulacdo da
superficie das pregas vocais. Como padronizacdo, foi removida a porcdo mediana da prega
vocal direita, sendo imediatamente fixada em formaldeido tamponado a 10% por 24 a 48
horas e ap0Os este periodo, lavada em agua corrente durante 24 horas. Em seguida 0s
fragmentos foram mantidos em solucdo de alcool 70% e encaminhados ao laboratério de
Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu (UNESP) para inclusdo em blocos de

parafina, preparo dos cortes histologicos e das reagdes imuno-histoquimicas.
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Figura 4. Em (a) laringe incisada em sua porcdo posterior (campo anterior) para identificacdo e anélise
macroscopica das pregas vocais. Em (b) e (c), pregas vocais dissecadas.

3.1.Preparo do material histolégico e imuno-histoquimico

Primeiramente, os blocos de parafina de cada fragmento da laringe foram
submetidos a cortes de 4um de espessura, por meio do microtomo rotativo (Leica®, modelo
RM2165, Wetzlar; Germany), dispostos em laminas esmerilhadas e corados pela
Hematoxilina-Eosina (HE).

Para as reacBes imuno-histoquimicas, os blocos incluidos em parafina,
contendo a prega vocal, foram submetidos a novos cortes de 4pum pelo mesmo microtomo
rotativo usado nos cortes histoldgicos utilizando-se navalhas descartaveis de aco inox 77x. Os
cortes foram mantidos em banho-maria a 37°C por alguns segundos, e em seguida estendidos
em laminas histoldgicas de vidro de borda esmerilhada (76 x 26 mm/3x1), previamente
tratadas com poly-d-lysine, formando uma pelicula de aderéncia do corte histoldgico a lamina

(lamina silanizada). Os cortes foram incubados em estufa a 56°C por 12 horas para que
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ocorresse a fixacdo do material a lamina. Em seguida, as laminas histologicas foram riscadas

com ponta de diamante, delimitando a &rea do corte para que 0 anticorpo se concentrasse no

ponto desejado. ApGs essa etapa, as laminas histoldgicas foram transferidas para cestos

especiais, a fim de serem desparafinadas, por meio de trés banhos de Xilol, e incubadas por

cerca de 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente foram incubadas em quatro

banhos de Etanol absoluto para sua hidratacdo. O excesso de liquido foi eliminado por

lavagem em agua corrente durante trés minutos.

Os anticorpos e as técnicas utilizadas nas rea¢es imuno-histoquimicas foram:
Colagenos I, 111, V e elastina

Para o colageno | foi utilizado o anticorpo Col1Al (Dako; USA), diluido a
1:2000; para o colageno Ill foi utilizado anticorpo Col3Al (Dako; USA) diluido a
1:1000; para o colageno V foi utilizado anticorpo Col5A1 (Santa Cruz; USA) diluido
a 1:100; para a elastina foi utilizado o anticorpo policlonal (Dako; USA) com diluicdo
a 1:200. A recuperacdo antigénica para todas essas reacdes imuno-histoquimicas foi
feita com pepsina a 1% e pH 1,8 por 15 minutos em estufa a 60°C e 30 minutos na
estufa a 37°C. Foram realizados bloqueios de metanol e peréxido de hidrogénio a 3%,
seguido do bloqueio da proteina com leite deshatado a 3%. O material recebeu
complexo secundario HRP Envision™ (Dako; USA) por 1 hora, diamino benzidina
(DAB) por 5 minutos e Hematoxilina de Harris por 20 segundos.

Seguindo o protocolo preconizado pelo laboratério, o controle positivo
utilizado para os colagenos I, 11l e V e elastina foi um fragmento de rim e para o
controle negativo desses mesmos anticorpos, somente solucdes salinas tamponadas,

em substituicdo ao anticorpo primario, numa série de sec¢des de cada amostragem.
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Colégeno 1V

Para o colageno IV foi utilizado anticorpo Col4Al (Santa Cruz; USA) na
diluicdo 1:40. Para a recuperacdo dos sitios antigénicos do colageno IV foi utilizada
camara de pressurizacdo Pascal® (Dako; USA) por 3 minutos, em solucdo de pré-
tratamento Trilogy® (Cell Marque; USA).

Para o controle positivo foi utilizado fragmento de rim e para o controle
negativo, somente solucdes salinas tamponadas, em substituicdo ao anticorpo
primario, numa série de seccbes de cada amostragem.

Fibronectina

Para o estudo da imunoexpressdo da fibronectina foi utilizado o anticorpo
policlonal antifibronectina (Dako;USA) na diluicdo a 1:2000. Para a recuperagdo dos
sitios antigénicos deste anticorpo foi utilizada cdmara de pressurizacdo Pascal®
(Dako; USA) por 3 minutos em solucdo de pré-tratamento Trilogy® (Cell Marque;
USA).

Como controle positivo, foi utilizado coagulo sanguineo incluido em parafina.
Para controle negativo foram utilizadas somente solucdes salinas tamponadas, em
substituicdo ao anticorpo primario, numa série de sec¢des de cada amostragem.

Laminina

Para a pesquisa da laminina foi utilizado o anticorpo monoclonal antilaminina
(Novocastra; Germany) na diluicdo a 1:75. A recuperacdo da laminina foi realizada
com tripsina em temperatura ambiente. Como controle positivo optou-se por utilizar
fragmentos de rim. Como controle negativo foram utilizadas somente solug6es salinas
tamponadas, em substituicdo ao anticorpo primario, numa série de seccbes de cada

amostragem.
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e Acido Hialurdnico

Para a pesquisa da imunoexpressdo do acido hialurdnico foi utilizado
anticorpo secundario VECTASTAIN (Abcam, United Kingdom) e ABC kit (Vector
Laboratories; USA) na diluicdo de 1:800. A recuperacdo antigénica foi realizada com
a pepsina a 2% com pH 1,8 por 20 minutos em estufa a 60°C e 30 minutos em estufa
a 37°C. O material recebeu complexo secundario HRP Advance™ (Dako; USA) por
30 minutos, Enzyne Advance por mais 30 minutos e por fim, diamino benzidina
(DAB) por 5 minutos e Hematoxilina de Harris por 20 segundos.

Para o controle positivo foi utilizado fragmento de rim e para o controle
negativo, somente solucdes salinas tamponadas, em substituicdo ao anticorpo

primario, numa série de seccdes de cada amostragem.

3.2. Andlise da imunoexpressao das proteinas

A leitura das laminas histoldgicas foi realizada por patologista experiente, pela
pos-graduanda envolvida na pesquisa e pelo orientador, sem conhecimento prévio dos
grupos, na forma de consenso. Para essa finalidade utilizou-se microscépio de luz (Zeiss®,
Axiostar plus, Carl-Zeiss; Brasil). O registro digital das imagens foi feito sempre em aumento
de 40x, utilizando-se o software AxionVision (verséo 4.8).

As leituras das laminas foram realizadas quantificando-se o grau de acumulo
de coloracdo acastanhada nas estruturas da lamina prépria e membrana basal, sendo a area
padronizada em pm? e o resultado dado em porcentagem de area (Collins, 2007; Miot &
Brianezi, 2010) pelo software Imagel (http://rsb.info.nih.gov/ij). Na segmentacdo, foi
padronizado o poligono como ferramenta de isolamento da area de interesse, demarcando-se
trés campos aleatérios. O plugin utilizado para melhora do contraste foi o Colour

Decovolution no HDAB e o icone Make Binary, para a segmentagdo propriamente dita. Apos
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desfeita a randomizag&o aleatoria do material, os dados foram transportados para o programa

Excel Windows® e colocados em forma de tabelas para analise estatistica.

3.3. Analise Estatistica

Para a comparacao entre as faixas etarias, considerando o perfil de resposta,
avaliado em duas camadas da prega vocal (camada superficial e camada profunda), foi
utilizada a técnica da andlise de variancia paramétrica, complementada com os respectivos
testes de comparagdes mdaltiplas. A opcéo pelo procedimento paramétrico (média e desvio
padrdo) foi estabelecida pela aderéncia a distribuicdo gaussiana e a homocedasticidade das
variancias dos grupos. No caso em que essas condi¢fes ndo foram observadas, 0 modelo ndo
paramétrico foi utilizado (medianas e valores minimos e maximos).

A significancia das comparacdes foi apresentada por meio de letras maiusculas
(comparacao entre faixas etéarias, fixando-se a camada) e letras minusculas (comparacgdo entre
as camadas, dentro de cada faixa etéria). Dessa forma, duas medianas seguidas de letras
minusculas distintas diferem entre si quanto as respectivas camadas (p<0,05) dentro de cada

faixa etaria, considerando um nivel de 5% de significancia.
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4 Resultados




4. RESULTADOS

4.1. Hematoxilina-Eosina

Nos cortes histologicos das laminas do grupo controle a membrana basal
mostrou-se delicada e a lamina prépria composta por tecido conectivo frouxo, alguns vasos e
fibroblastos (Figura 5a).

Nas laminas dos idosos observou-se densa rede de fibras colagenas
subepitelial (Figuras 5b e 5c; setas continuas), além de espessamento da membrana basal

(Figura 5c; seta pontilhada). Essas alteragdes foram mais evidentes com o avanco da idade.
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Figura 5. Hematoxilina & Eosina. Em (a), prega vocal controle (30-50 anos), notando-se na lamina

prépria fibras colagenas dispostas em rede frouxa entre alguns fibroblastos e vasos (H&E, 40x); em (b), prega
vocal de idoso (60 - 75 anos) onde nota-se faixa densa de colageno na camada subepitelial (seta, 20x); em (c),
prega vocal de idoso (acima de 75 anos) onde nota-se coldgeno denso ocupando a lamina prépria (seta) e

espessamento da membrana basal (seta interrompida, 40x).
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4.2. Imunoexpressdo dos Coléagenos I e 111

Tabela 1: Imunoexpressao dos anticorpos dos colagenos | e Il medida em porcentagem de

area (%). Média (desvio padrdo) ou Mediana (minimo e maximo), segundo faixa etaria e

profundidade da ldamina propria das pregas vocais.

Anticorpo Anti Colageno | Anti Colageno 111
Faixa etaria Camada SQuperficial Camada Profunda Camada Superficial Camada Profunda
(em anos)
A A 256" 236"
30-50 ! !
34.2(89) 31,8 (10.4) (21,6 - 29.4) (20,5-29,9)
60-75 39,6 (5,1)° 44,4 (7,5) 312" 246"
(23,7-35,6) (20,1-29,7)
B B
B B 32,4 29,9
46,9 (9,3 ' '
> 75 40,4 (5,7) (9.3) (24,8-44,4) (22,1-40,1)

Duas medianas ou médias seguidas de letras mindsculas distintas diferem quanto as respectivas camadas
(p<0,05). Ja duas medianas ou médias seguidas de letras maiUsculas distintas diferem quanto as respectivas

faixas etarias (p<0,05).

Comentario geral: tanto para o colageno I quanto para o Ill, houve aumento da densidade da

marcacdo dos anticorpos nas laringes dos idosos, havendo diferenca estatistica entre seus

subgrupos apenas na camada profunda na faixa etaria acima de 75 anos.
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COLAGENO |

Figura 6. Reacdo imuno-histoquimica. Em (a) observa-se distribui¢do do colageno | na membrana basal e na
Iamina propria na laringe do grupo controle (20x). Em (b), imunoexpressdo do colégeno | na laringe do grupo de
idosos (60 — 75 anos) com marcagdo mais evidente na lamina prdpria (40x). Em (c), imunoexpressao do
colégeno | na laringe do grupo de idosos (acima de 75 anos). Observa-se marcacdo mais evidente do colageno
em toda a lamina prépria (40x).

COLAGENO I

Figura 7. Reacdo Imuno-histoquimica. Em (a), observa-se distribuicdo homogénea do colageno 111 em toda
lamina propria na laringe do grupo controle (40x). Em (b), imunoexpressao do colageno |11 na laringe do grupo
de idosos (60 — 75 anos) com marcacao dispersa do anticorpo na lamina prépria (10x). Em (c), imunoexpressao
evidente do colageno Il nas camadas mais profundas da lamina prépria da laringe do grupo de idosos (acima de

75 anos) (10x).
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4.3. Imunoexpressdo dos Colagenos IV e V

Tabela 2: Imunoexpressdo dos anticorpos dos colagenos IV e V medida em porcentagem de

area (%). Média (desvio padrdo), segundo faixa etaria e profundidade da lamina prépria das

pregas vocais.

Anticorpo Anti Colageno IV Anti Colageno V
Faixa etaria Camada Superficial Camada Profunda Camada Superficial Camada Profunda
(em anos)
b
30-50 20,9 (2,9) 17,6 3,7)’ 385 (14,4) 36,6 (8,5)°
b
60 - 75 20,7 (4,4) 193 (4,2)° 36,2 (8,9)" 35,0 (5,6)°
b a b
s 21,3 (3,9) 20,4 (3,5) 31,8 (5.6) 31,3 (6,0)°

Duas médias seguidas de |letras mintscul as distintas diferem quanto as respectivas camadas (p<0,05). J& duas
médias seguidas de | etras maiUscul as distintas diferem quanto as respectivas faixas etarias (p<0,05).

Comentario geral: para os colagenos 1V e V, observou-se maior densidade de marcacéo

desses anticorpos no endotélio dos vasos da camada superficial da lamina propria e na

membrana basal, sem haver diferenca estatistica entre as faixas etarias.
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COLAGENO IV

Figura 8. Reagdo Imuno-histoquimica. Em (a), observa-se marcago mais evidente do colageno 1V no endotélio
dos vasos (seta) da lamina prépria na laringe do grupo controle (30-50 anos). Em (b) e em (c), observa-se
marcacao do coldgeno 1V no endotélio dos vasos da lamina propria e na membrana basal na laringe dos grupos
de idosos (b; 60 — 75 anos) e (c; acima de 75 anos). Magnificacéo 40x.

COLAGENO V

Figura 9. Reacdo Imuno-histoquimica. Em (a), observa-se marcacdo mais evidente do coladgeno V no endotélio
dos vasos (seta) da lamina propria na laringe do grupo controle (30-50 anos) (40x). Em (b) e em (c), observa-se
marcacao do coldgeno V no endotélio dos vasos da l[amina propria e na membrana basal na laringe dos grupos
de idosos (b; 60 — 75 anos, 20x) e (c; acima de 75 anos, 20x).
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4.4. Imunoexpressdo da Fibronectina e da Laminina

Tabela 3: Imunoexpressdo dos anticorpos da fibronectina e da laminina na lamina propria
das laringes medida em porcentagem de area (%). Média (desvio padrdo) ou Mediana

(minimo e maximo), segundo faixa etaria e profundidade da Iamina propria da prega vocal.

Anticorpo Anti Fibronectina Anti Laminina
Faixa etaria Camada Superficial Camada Profunda Camada Superficial Camada Profunda
(em anos)
30-50 20,6" 19,8% 11,7 (1,6)* 10,6 (1,5)*
(17,7 - 24,5) (17,9-23,2)
60 - 75 30,28 25,6" 18,7 (3,2)® 18,6 (2,6)®
(20,3 -38,6) (18,3-39,8)
.75 36,2° 37,2% 19,1 (1,9)° 21,0 (2,2)°
(30,9-39,5) (32,9-39,7)

Duas medianas ou médias seguidas de letras minlsculas distintas diferem quanto as respectivas camadas
(p<0,05). Ja duas medianas ou médias seguidas de letras mailsculas distintas diferem quanto as respectivas
faixas etérias (p<0,05).

Comentério geral: a densidade da marcagdo do anticorpo da fibronectina e da laminina

aumentou com a idade na lamina prépria, em ambas as camadas.
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FIBRONECTINA

el ST b ~ ‘

Figura 10. Reagdo Imuno-histoquimica. Em (a), imunoexpressao da fibronectina na laringe do grupo controle
(30 a 50 anos) (10x). Nota-se marcacdo mais evidente nas camadas superficial e profunda da lamina prépria. Em
(b), imunoexpressao da fibronectina na laringe do grupo de idosos (60 - 75 anos) (10x) com marcagao mais
evidente na membrana basal e na camada profunda da Iamina propria. Em (c), imunoexpressdo da fibronectina
na laringe do grupo de idosos (acima de 75 anos) (10x). Nota-se evidente marcagdo do anticorpo em toda a
lamina propria.

LAMININA

Figura 11. Reagdo Imuno-histoquimica. Em (a), (b) e (c), observa-se imunoexpresséo da laminina na laringe do
grupo controle (a; 30 a 50 anos) (10x) e dos grupos de idosos (b; 60 — 75 anos) (10x) e (c; acima de 75 anos)
(10x). Nota-se marcacéo discreta do anticorpo na membrana basal e no endotélio dos vasos da lamina prépria

(setas).
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4.5. Imunoexpressdo da Elastina e Acido Hialurénico

Tabela 4: Imunoexpressdo dos anticorpos elastina e acido hialurénico medida em

porcentagem de area (%). Mediana (minimo e maximo), segundo faixa etaria e profundidade

da l&mina propria das pregas vocais.

Anticorpo Anti Elastina Anti Acido Hialurénico
Faixa etaria Camada Superficial Camada Profunda Camada Superficial Camada Profunda
(em anos)

30 - 50 28,2° 27,5° 40,18 38,2°

(25,7-29,3) (23,6-33,3) (28,1-59,3) (23,7-51,7)

60 - 75 20,8 23,0"® 26,1" 23,8"

(19,2-23,7) (18,7-28,2) (18,4-34,8) (18,2-32,2)
_— 15,9% 18,2% 20,4" 23,3"
(10,8-24,3) (14,3-25,9) (15,9-34,5) (16,9-30,1)

Duas medianas seguidas de letras mindsculas distintas diferem quanto as respectivas camadas (p<0,05). Ja

duas medianas seguidas de letras maiGscul as distintas diferem quanto as respectivas faixas etarias (p<0,05).

Comentério geral: a densidade de marcacdo da elastina diminuiu com o avan¢o da idade em

ambos os grupos de idosos. Houve também diminuigdo da densidade de marcacdo do acido

hialurénico com o avangar da idade.
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ELASTINA

Figura 12. Reagdo Imuno-histoquimica. Em (a), imunoexpressao da elastina na laringe do grupo controle (30-
50 anos) (10x). Nota-se marcagdo homogénea do anticorpo em toda a lamina prépria. Em (b), imunoexpressdo
da elastina na laringe do grupo de idoso (60-75 anos) (40x) com marcagdo mais evidente do anticorpo na
camada superficial da lamina propria e em (c), imunoexpressdo da elastina na laringe do grupo de idoso (acima
de 75 anos) com marcagdo do anticorpo apenas na camada superficial da lamina propria (seta) (20x).

ACIDO HIALURONICO

Figura 13. Reagdo Imuno-histoquimica. Em (a), imunoexpresséo do acido hialurénico na laringe do grupo
controle (30-50 anos) (10x). Nota-se evidente marcagdo do anticorpo na lamina propria. Em (b), munoexpressdo
do &cido hialurénico na laringe do grupo de idosos (60-75 anos) com marcagdo mais expressiva nas camadas
mais superficiais da 1amina prépria (10x) e em (c), imunoexpressdo do acido hialurénico na laringe do grupo de
idosos (acima de 75 anos) com diminuicdo acentuada da densidade de marcacgdo desse anticorpo, concentrando-
se na regido subepitelial da lamina propria (20x).
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5 Discussao




5. DISCUSSAO

Com o envelhecimento, uma série de mudancas estruturais e funcionais ocorre
na cobertura epitelial, no musculo e na ldmina prdpria das pregas vocais, destacando-se a
atrofia das camadas epiteliais e do musculo vocal, além de altera¢cGes na densidade das fibras
de colageno, das fibras elésticas e do &cido hialurdnico (Gray, 2000; Hirano et al., 2004;
Pontes et al., 2006). Parte dessas alteracfes nos componentes da lamina propria puderam ser
comprovadas no presente estudo nas laringes de idosos, mesmo nos cortes de HE, como
diminuicdo da espessura do epitélio, espessamento da membrana basal e rede densa de
colageno na lamina propria (Figura 5). As coloragGes imuno-histoquimicas revelaram que
esta rede e formada principalmente pelos colagenos I e 111 (Tabela 1; figuras 6 e 7) e que nas
laringes dos idosos ha expressiva diminui¢do na densidade da elastina e do &cido hialurénico
(Tabela 4; figuras 12 e 13). Essas alteracOes estruturais na cobertura das pregas vocais sdo
responsaveis pelo enrijecimento das mesmas (Gray et al., 2000; Kendall, 2007; Paulsen et al.,
2010), manifestado clinicamente pelos sintomas de rouquiddo, fadiga vocal e restricdo na
extensdo vocal, o que dificulta a emissdo da voz em frequéncias mais agudas (Gorham-
Rowan & Laures-Gore, 2006; Gregory €t al., 2012).

Segundo Ohno et al. (2009), o aumento do coladgeno na laringe do idoso
prejudica 0 movimento mucoondulatério, resultando na diminuicdo da forca fonatoria e da
frequéncia fundamental, especialmente nas mulheres. A voz torna-se fraca e debil, o que
caracteriza o quadro de fonastenia (Behlau et al., 2001).

As analises vocais acuUsticas computadorizadas de idosos tém registrado
diminuicdo da frequéncia fundamental nas vozes femininas e elevacdo nas masculinas, além

de variacOes na intensidade, tremor e diminuicdo na extensdo vocal. Parte dessas alteracdes
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foi constatada por Dehgan et al. (2012) em analise acuUstica das vozes de idosos acima de 70
anos (21 homens e 20 mulheres), quando comparadas as de um grupo controle, com
tamanho amostral similar e idades entre 23 a 40 anos. Estes autores registraram valores mais
elevados de fO nas vozes dos homens idosos e mais baixos nas mulheres. Os valores de
shimmer (perturbacdo da amplitude) e de jitter (perturbacdo da frequéncia fundamental)
foram expressivamente mais elevados nos idosos (principalmente nos homens) do que nos
controles. Contrariamente, a relacdo harmonico/ruido foi maior nas vozes dos controles,
espelhando as alteracGes vocais observados na presbifonia.

A presbifonia é parte fisiologica do processo de senilidade que ocorre em todo
0 organismo. Procurando correlacionar as alteragcdes que ocorrem nas pregas vocais do idoso
com o restante da cobertura epitelial do organismo, Ximenes Filho et al. (2003) realizaram,
concomitantemente, analise histomorfométrica das pregas vocais e da pele da regido inguinal
de 20 cadaveres idosos (10 homens e 10 mulheres) e identificaram, em ambos os sitios,
alteragdes similares como atrofia da lamina propria e do epitélio.

A manutencao da proporgéo entre as fibras elasticas e as colagenas na lamina
propria da laringe é importante para manter a resisténcia local, fornecida pelas fibras
colagenas, e a distensibilidade do oOrgdo, favorecida pelas fibras elésticas. Estudos em
laringes de animais (Kolachala et al., 2010) e de humanos (Tateya et al., 2006) confirmaram
0 papel do colageno | na resisténcia e do colageno Il e da elastina na flexibilidade e
elasticidade, parametros estes, que atuam como uma ‘“balanga” no equilibrio entre a
participacdo das camadas das pregas vocais na fonacdo. A partir do momento em que as
fibras colagenas passam a predominar na lamina propria, as pregas vocais tornam-se mais
rigidas, repercutindo negativamente sobre as qualidades vocais (Kendall, 2007).

Na tentativa de compreender melhor como ocorre a producdo anormal de

colageno na laringe do idoso, Kosztyta-Hojna_et al. (2002) estudaram a ultraestrutura das
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pregas vocais de idosos, removidas durante o processo de necrépsia ou de laringectomias
totais por carcinomas de laringe supragléticos, sem que houvesse comprometimento das
pregas vocais propriamente ditas. Os autores constataram, por meio de analise de microscopia
eletrdnica de transmissdo, destruicdo de células epiteliais, degeneracdo vacuolar, alargamento
do espaco intercelular, aumento consideravel das fibras coladgenas, degeneracdo vacuolar dos
fibroblastos, aumento do reticulo endoplasmaético reticular e aumento no nimero de vasos
sanguineos. Esses autores atribuem o aumento na producdo do colageno, as alteracGes
citoplasmaticas observadas nos fibroblastos. Essa afirmagdo merece estudos complementares,
uma vez que o tema € escasso na literatura.

Por mecanismos ainda ndo totalmente desvendados, os fibroblastos das
laringes de idosos, produzem colageno de forma exagerada e irregular e menor quantidade de
acido hialurdnico e de fibras elasticas. Hirano et al. (2004), em estudo experimental de
cultura de fibroblastos de laringes de ratos jovens e idosos, registraram menores quantidades
de &cido hialurdnico e maiores concentracfes de colagenos | produzidos pelos fibroblastos da
laringe de ratos idosos. Resultado inverso foi constatado por esses autores quando 0s
fibroblastos foram expostos ao fator de crescimento de fibroblastos (FCF). Assim, essa
medida foi considerada método terapéutico potencial para a remodulacdo dos colagenos da
lamina propria, abrindo novos horizontes para o tratamento da presbifonia (Ford, 2004; Ohno
et al., 2009).

Os fibroblastos presentes nas camadas das pregas vocais S0 0S responsaveis,
porém ndo exclusivos pela sintese de todo o material extracelular, desempenhando papel-
chave no suporte da lamina propria tanto em condigdes fisiologicas normais quanto nas
doencas. Grande parte dos fibroblastos se encontra de forma inativa na lamina propria das
pregas vocais, porém, quando o tecido é lesado, estes se ativam e se diferenciam em

miofibroblastos, os quais geram uma ampla contracdo e ativacdo das proteinas da matriz
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extracelular com objetivo de facilitar a cicatrizacdo da ferida (Hirano et al., 2009; Vyas et al.,
2010; Cox & Erler, 2011; Li et al., 2011; Jetté et al., 2013). Além desta importante
propriedade, os miofibroblastos também sdo descritos no desenvolvimento de doencas
fibroproliferativas e tumorais (Eyden et al., 2009) e mais recentemente, no envelhecimento
(Vendrenne et al., 2012).

As fibras elasticas da laringe dos idosos ndo sdo apenas encontradas em menor
namero, como também apresentam alteracGes estruturais. Sato & Hirano (1997) constataram
que no envelhecimento estas perdem sua funcdo de elasticidade, devido ao aumento da
substancia amorfa, diminuicdo das microfibrilas e alteragdo no seu metabolismo. Assim,
podemos inferir que o sincronismo do sistema fonatdrio torna-se passivel as mudancas
biomecénicas, pelo remodelamento fisiologico da matriz extracelular (Roberts et al., 2011).

Paralelamente as alteracbes acima mencionadas, a densidade do &cido
hialurdnico também diminui com o avango da idade, como detectado nos resultados deste
estudo, em todas as camadas da lamina propria. O acido hialurénico € um componente
importante da matriz extracelular, pertence a familia dos glicosaminoglicanos ndo sulfatados,
e é sintetizado por fibroblastos e macréfagos (Ramos et al., 2012). Nas pregas vocais, auxilia
na estabilidade mecanica, viscoelasticidade, controle osmotico, bem como na regeneracao,
reparo, preenchimento dos tecidos e barreira contra infeccdes (Gray, 2000; Butler et al.,
2001; Ward et al., 2002; Hirano et al., 2004; Thibeault et al., 2004; Fuja et al., 2006; Hahn et
al., 2006; Lebl et al., 2007; Ohno et al., 2009).

Na lamina propria da laringe, nas camadas superficiais, hd maior concentracéo
do &cido hialurénico, e o préprio mecanismo fonatorio parece ser um importante estimulo
para a producdo de matriz extracelular e de fator de crescimento de fibroblastos.

Butler et al. (2001), em estudo que incluiu laringes submetidas a necrépsia de

cadaveres adultos e idosos, de ambos os sexos, identificaram distribuicdo irregular na
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quantidade de acido hialurdnico na lamina propria nas laringes femininas e mais regular nas
masculinas. Nas mulheres, esse componente foi quantificado em maior quantidade na camada
profunda da Iamina propria, ficando a camada superficial desprovida do mesmo. Os autores
sugerem que esses achados estejam diretamente relacionados ao maior nimero de lesGes
registrado nas laringes femininas, pois a menor quantidade de &cido hialurdnico nas camadas
superficiais implicaria em menor habilidade na reparacdo aos traumatismos laringeos.
Corroboram essas suposicdes o fato das laringes de recém-nascidos possuirem menor
concentracdo desse componente em suas maculas flavas. Para alguns autores, essa teoria
também justifica o aumento na concentracdo de acido hialurénico na lamina propria de
pacientes portadores de lesdes fonotraumaticas, sendo sua producédo estimulada pela colisdo
constante entre as pregas vocais. Fundamentados nessa hipotese, alguns autores preconizam o
inicio precoce da reabilitacdo vocal nos pacientes apds microcirurgia de laringe, uma vez que
a producdo de matriz extracelular e a atividade dos fibroblastos poderiam auxiliar na
prevencdo de escaras e, consequentemente, na melhora precoce da performance vocal.
Thibeault et al. (2004) constataram aumento da concentracdo de acido hialurénico em pregas
vocais de animais submetidos a escara, demonstrando seu papel protetor e reparador de
tecidos.

Estudos experimentais tém demonstrado que em animais, a concentracdo do
acido hialurdnico da laringe também diminui com a idade. Ramos et al. (2012), compararam
a concentracdo de acido hialurénico nas pregas vocais de ratas idosas e jovens e constataram
que nos animais jovens, a concentracdo desse componente era quase o dobro do que nos
animais idosos (1275,6 ng/mg versus 581,7 ng/mg), demonstrando o comportamento similar
da distribuicéo do acido hialurénico nas laringes das diversas espécies de animais.

Kolachala et al. (2010) examinaram a concentracdo de &cido hialurénico e de

colageno na laringe de cinco ratos em processo de senescéncia acelerada experimentalmente,
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e cinco ratos em processo de envelhecimento natural. Os niveis de colagenos 1 mRNA
aumentaram com o envelhecimento, bem como a proteina alfa actina de miofibroblastos;
contrariamente, os niveis de &cido hialurénico diminuiram com a idade em ambos 0s grupos,
confirmando os achados dos estudos anteriores.

No presente estudo observamos também aumento na densidade de fibronectina
e da laminina nas laringes dos idosos. A fibronectina é uma glicoproteina produzida pelos
fibroblastos, identificada principalmente na lamina prépria e na membrana basal. Participa na
adesdo, diferenciacdo e manutencdo celular; estd presente em laringes normais, porém é
detectada em quantidade aumentada em tecidos lesados e expostos ao traumatismo constante.
Hirano et al. (2003) comprovaram a participacdo da fibronectina na reparacdo tecidual em
estudo em cdes, no qual as pregas vocais foram escarificadas e as analises imuno-
histoquimicas revelaram aumento desse anticorpo apés dois e seis meses do procedimento. A
fibronectina encontra-se aumentada também em lesdes laringeas fonotraumaticas. Em estudo
imuno-histoquimico prévio, Martins et al. (2010) identificaram quantidade expressiva desse
anticorpo na lamina préopria dos nodulos vocais, consideradas importantes lesfes
fonotraumaticas; porém, no edema de Reinke esta glicoproteina foi registrada em menor
quantidade pelos mesmos autores (Martins et al., 2009).

A laminina é tambeém uma glicoproteina da lamina densa da membrana basal e
do endotélio dos vasos, os quais também estdo em maior nimero na lamina prépria dos
idosos, como constatado nos resultados deste estudo. Participa da adeséo celular e do controle
da passagem de fluidos através da membrana basal, sendo muito estudada em amostras de
edema de Reinke e carcinomas de laringe (Durbeej, 2010).

Com funcdo estrutural, a membrana basal e o endotélio dos vasos agrupam
ainda os colagenos dos tipos 1V e V, 0s quais proporcionam também sustentacdo da lamina

prépria (Prades et al., 2010). Como observado em nossos resultados, estes anticorpos,
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quantificados nesses sitios, também aumentaram com o avanco da idade. Resultados
similares sdo descritos em laringes com processo inflamatdrio crénico, como constatado por
alguns autores em estudos morfoldgicos (Baltaziak et al., 2010). Provavelmente, o aumento
desses colagenos esteja relacionado ao aumento concomitante no numero de vasos
sanguineos, observado tanto no processo inflamatdrio crénico persistente como no
envelhecimento.

Sato & Hirano (1997) descreveram a estrutura e as fungfes dos pericitos na
mucosa das pregas vocais de recém-nascidos e adultos de até 65 anos de idade, por meio de
microscopia eletronica de transmissdo. Os autores encontraram um grande numero de
pericitos ao redor dos capilares (arteriais e venosos) na mucosa das pregas vocais, com
funcdo de protecdo e suporte dos capilares durante a vibracdo tecidual, ndo havendo
diferencas morfoldgicas e funcionais entre as idades estudadas.

Em sintese, 0 mecanismo da vibracdo das pregas vocais é regido pelas
propriedades biomecénicas teciduais da laringe. As alteracGes observadas nos componentes
da lamina prépria da laringe dos idosos sdo interpretadas nos exames endoscOpicos como
atrofias de pregas vocais e fenda fusiforme, fornecendo a voz diferentes graus de rouquidao,
astenia e soprosidade. Essas ‘“novas” configuragdes micro e macroanatdmicas presentes na
laringe do idoso podem espelhar o remodelamento fisiologico idade-dependente, ou seja, com
as mudancas estruturais da ldmina prépria das pregas vocais que ocorrem no envelhecimento,
0 desempenho da matriz extracelular e seus componentes necessitam se remodelar para
cumprir suas funcdes.

Os resultados das andlises imuno-histoquimicas do presente estudo
corroboram os de outros autores nesta linha de pesquisa e auxiliam na compreensdo da

fisiopatologia da presbhifonia e no delineamento terapéutico.
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6 Conclusdes




6. CONCLUSOES

Nas condi¢cdes metodoldgicas deste estudo, 0s resultados imuno-
histoquimicos das andlises das laringes de idosos mostraram evidente aumento de fibras
colagenas | e Ill, de fibronectina e de laminina na lamina prépria das pregas vocais. No
entanto, houve diminuicdo de fibras elasticas e de acido hialurénico, nesse mesmo sitio. O
comportamento dos colagenos IV e V ndo se diferiu nas diferentes faixas etarias.

Tais achados representaram o condensamento da matriz extracelular,
fornecido pelo aumento dos coldgenos e a diminuicdo da viscoelasticidade, pelo decréscimo

da elastina e &cido hialurdnico.
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Anexo 1. Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa em seres Humanos

&%= Universidade Estadual Paulista Z )
mp Faculdade de Medicina de Botucatu "
Distrito Rubido Junior, $/n® - Botucatu — S P

CEP: 185618970
e-mall secretaria. capellup@fmb unesp br am 30 g8 atrll de 1687
e-mat coordenadonia. tsarden@fmb unesp. br

Botucatu, 02 de maio de 2011, Of. 178/11-CEP

Tlustrissima Senhora

Prof®. Dr®. Regina Helena Garcia Martins

Departamento de Oftalmologia/Otorrinclaringologia e CCP da
Faculdade de Medicina de Botucatu.

Cara Dr® Regina Heleng,

De ordem do Senhor Coordenador deste CEP, informo que Projeto de
Pesquisa (Protocolo CEP 3861-2011) T“Alteragdes morfolégicas
relacionadas ao processo de senilidade: Estudo de microscopia de luz e
imunohistiquimico”, a ser conduzido por Anete Antures de Oliveira Branco,
orientada por Vossa Senhoria, recebeu do relator parecer favordvel,
aprovado em reunido de 02 de maio de 2.011.

Situacdo do Projefo: APROVADO. Ao final da execugdo deste Projeto,
apresentar ao CEP “Relatério Final de Atividades”.

Atencio

Alberto Santos Capelluppi
Secretdrio do CEP.
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Anexo 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Alteracoes morfoldgicas relacionadas ao processo de senilidade: Estudo de microscopia de luz e

imunohistoquimico.

Estamos realizando um projeto de pesquisa com a finalidade de avaliar as alteragtes
ocorridas nas pregas vocais de individuos idosos. Com este estudo, procuraremos identificar
as alteracOes das estruturas das pregas vocais de pessoas com mais de 60 anos, para que no
futuro se possam estudar estratégias de prevencdo e terapéuticas para que 0s idosos possam
fazer melhor uso de sua voz. Para esta finalidade sera realizado estudo microscopico das
pregas vocais removidas rotineiramente durante o processo de necropsia de pacientes do
departamento de Patologia. O estudo incluira pecas de laringe de cadaveres adultos e idosos
com idade acima de 60 anos. Solicitamos sua colaboracdo no sentido de autorizar o estudo
do material obtido na necropsia de seu familiar. Os dados pessoais dos autopsiados que
participarem deste estudo ndo serdo publicados em momento algum. O Sr(a) podera desistir
ou se recusar a autorizar a incluséo de seu familiar no projeto a qualquer momento, mesmo
tendo inicialmente aceito. Se o Sr(a) tiver alguma divida adicional, podera entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa desta Instituicio através do telefone (14) 3811-
6143. Este documento serd elaborado em duas vias, uma sera entregue ao participante e
outra ficara com o pesquisador.

Termo de consentimento livre e esclarecido direcionado aos familiares

Tendo sido informado sobre o projeto de pesquisa acima relacionado de autoria da
fonoaudidloga Anete Antunes de Oliveira Branco, sob orientacdo da Prof® Dr? Regina
Helena Garcia Martins, concordo em participar do mesmo autorizando a utilizacdo das pecas
da laringe de meu familiar previamente removidas durante a necropsia para esse estudo, bem
como a publicagdo em revistas cientificas dos resultados encontrados.

Familiar:

Dr2 Regina Helena Garcia Martins:

Fga Anete Antunes de Oliveira Branco:
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