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RESUMO

Sakae, F.A. Distribuicdo das fibras colagenas e do sistema de fibras elasticas na
camada superficial da lamina prépria da prega vocal com Edema de Reinke [tese].
Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2008. 78 p.

A fisiopatologia do edema de Reinke ainda permanece desconhecida e poucos
estudos abordam sobre as alteragdes das proteinas fibrosas, coldgeno e elastina, na
matriz extracelular da prega vocal com edema de Reinke. Por isso, este estudo foi
idealizado para descrever a distribuicdo das fibras colagenas e do sistema de fibras
elasticas do espaco de Reinke com edema de Reinke comparando com a prega vocal
normal e com a severidade do edema. Foram obtidas 20 amostras de pregas vocais de
individuos com edema de Reinke, sendo nove casos com edema de Reinke grau Il e
11 casos grau Ill. Dezessete individuos eram do sexo feminino e trés do sexo
masculino, com idade variando de 47 a 62 anos (55 * 4,4 anos). Quinze pacientes
eram tabagistas e cinco ex-tabagistas, média e desvio padréo de 22 + 10,7 mago/ano.
O tempo de disfonia apresentou media e desvio padrdo de 36 + 16,6 meses. Dez
pregas vocais normais de laringes humanas excisadas foram utilizadas como
controles. Os métodos da Picrossirius-polarizacao e da Resorcina-fucsina de Weigert
com oxidacao previa pelo oxone 10% foram empregados para visualiza¢do das fibras
colagenas e do sistema de fibras elasticas, respectivamente. Uma avaliacdo
semiquantitativa foi utilizada para categorizar os resultados histologicos que foram
correlacionados com a idade, consumo de cigarro, tempo de disfonia e com a
severidade do edema. Evidenciou-se que o arranjo entrelacado das fibras colagenas
semelhante a uma “cesta de vime” observado em pregas vocais normais estava
desestruturado no edema de Reinke. A desestruturacdo foi caracterizada por um
afastamento das fibras, fragmentacdo, formando areas esparsas e tomadas por um
estroma mixdide de quantidade variavel. Todos os casos de edema de Reinke
mostraram uma maior preservacdo do arranjo das fibras colagenas proximo ao
epitélio da prega comparada com as fibras da camada mais profunda do espaco de
Reinke. O arranjo do sistema de fibras elasticas formado por fibras finas e onduladas
paralelas a membrana basal do epitélio e uma rede de fibras mais finas, logo abaixo
da membrana basal do epitélio observado em pregas vocais normais estava
desestruturado no edema de Reinke. Na avaliagdo semiquantitativa observou-se que
moderada e intensa desestruturacdo ocorreram em 90% dos casos com relacdo as
fibras coladgenas e em todos 0s casos para o sistema de fibras elasticas. Houve uma
correlacéo estatisticamente significante entre a idade e o grau de desestruturacdo das
fibras colagenas (r=0,47, p=0,037). Houve diferencas estatisticamente significantes
entre os edemas grau Il e 1l quanto a desestruturacdo das fibras colagenas (p=0,007)
e quanto a idade (p=0,036). Observamos com este estudo que as alteracGes nas
proteinas fibrosas presentes no edema de Reinke podem contribuir com a
deformidade da prega vocal.

Descritores: edema laringeo; colageno; tecido elastico; membrana mucosa; cordas
vocais



SUMMARY

Sakae, F.A. Distribution of collagen fibers and elastic system fibers in the superficial
layer of the lamina propria of the vocal fold with Reinke’s edema [thesis]. S&o Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”; 2008. 78 p.

The physiopathological mechanisms underlying Reinke’s edema are still unknown
and few studies addressed alterations in the fibrillar proteins, collagen and elastin, in
extracellular matrix with Reinke’s edema. This study was idealized to describe the
distribution of collagen fibers and elastic system fibers in Reinke’s space with
Reinke’s edema, comparing with normal vocal fold and with the severity of Reinke’s
edema. Twenty surgical vocal fold specimens were obtained from patients with
Reinke’s edema, nine cases presented grade Il severity and 11 cases grade III.
Seventeen subjects were females and three were males, ranging in age from 47 to 62
years (mean+SD 55 * 4.4 years). Fifteen patients were smokers and five ex-smokers,
mean+SD of 22 + 10.7 pack-years. The duration of dysphonia ranged from 6 to 60
months (mean of 36 £ 16.6 months). Ten vocal folds from human larynges of
nonsmokers cadavers were used as normal controls. The Picrosirius polarization
method and the Weigert’s resorcin-fuchsin stain after oxidation with 10% aqueous
oxone were used for visualization of collagen fibers and the elastic system fibers,
respectively. Findings were categorized semiquantitatively and correlated with age,
cigarette smoking, duration of dysphonia and Reinke’s edema severity. The
intertwined network of collagen fibers resembling a wicker-basket found in normal
vocal folds was disarranged in Reinke’s edema. Disarrangement of collagen fibers
was characterized by loosely arranged and fragmented fibers intermixed with varying
amounts of myxoid stroma. All cases showed a better preservation of collagen fibers
arrangement closer to the epithelium compared to fibers of the deeper of the Reinke’s
space. The elastic system fibers arrangement formed by a delicate network of thin
and undulated fibers arranged in parallel to the epithelial basement membrane and a
network of thinner fibers immediately below the basement membrane was
disarranged. The semiquantitatively analysis showed that moderate and large areas of
disarrangement of collagen fibers were found in 90% of cases and in all cases for
elastic fibers. Age was significantly correlated with collagen fiber disarrangement
(r=0.47, p=0.037). There was a statistical difference in collagen disarrangement (p =
0,007) and age (p=0,036) between grade Il and grade 11l severity. In our study, the
alterations in the fibrillar proteins observed in Reinke’s edema may contribute to the
vocal fold deformity.

Key Words: Laryngeal edema; collagen; elastic tissue; mucous membrane; vocal
cords.
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Objective/Hypothesis: To describe the arrange-
ment of collagen fibers in the superficial layer of the
lamina propria of the vocal folds with Reinke’ edema.

Study Design: Cross sectional analysis of the lam-
ina propria of the vocal folds with Reinke’s edema (RE).

Method: The picrosirius polarization method was
used to study the arrangement of collagen fiber. Findings
of collagen disarrangement were categorized semiquanti-
tatively and correlated with RE severity, age, cigarette
smoking and duration of dysphonia.

Results: Analysis of 20 specimens of vocal folds with
RE showed that the intertwined network of collagen fi-
bers resembling a wicker-basket normally observed in
vocal folds was disarranged in RE. The collagen fibers
were loosely arranged, fragmented and intermixed with
varying amounts of myxoid stroma. Moderate and large
areas of disarrangement (90% of cases) predominated.
Collagen fiber arrangement in the region underneath the
epithelium was better preserved when compared with
fibers in the deeper region of the superficial layer of the
lamina propria. There was a statistical difference in col-
lagen disarrangement between grade II and grade III
severity (P = .007) that appeared to be due to the large
areas of disarrangement observed in 73% of patients with
grade III severity and in 44% of grade II severity. Age was
the only variable correlated with collagen fiber disar-
rangement (r = 0.47, P = .037).

Conclusion: Our findings suggest that the flexible
framework which maintains the uniformity of the lamina
propria was lost in RE caused by the disarrangement of
the collagen fibers.

Key Words: Reinke’s edema, lamina propria, colla-
gen fiber, vocal fold.
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INTRODUCTION

Reinke’s edema (RE) is defined as a unilateral or
bilateral pale white swelling of the entire vocal fold, filled
with fluid, sessile, and very mobile during phonation.® It
was first described in 1891 by Hajek,2 but its etiology
remains largely controversial.? The initial injury leading
to RE is not known, but it is frequently associated with
cigarette smoking and aging.14

RE is characterized by excessive extracellular matrix
production® and prominent subepithelial vascularization,
with many fenestrae and dilated vessels.* Such patholog-
ical changes are thought to make an important contribu-
tion to the excessive propensity for deformability observed
in this disorder.?

Collagen arrangement in the normal vocal folds was
described by Melo et al.6 as an intertwined network in the
form of a wicker basket, and it may have an important role
in stabilizing the lamina propria during vibration. Colla-
gens type I and III constitute the fibrillar collagen net-
work in the human vocal fold lamina propria.”

Alterations in fibrillar proteins like collagen fibers
are also likely to be present in RE and contribute signifi-
cantly to vocal dysfunction. However, few studies have
addressed collagen arrangement in RE.82 Such informa-
tion could contribute to a better understanding of RE
physiopathology and provide rationale for the develop-
ment of new treatment options. Therefore, the objective of
the present study was to describe the arrangement of
collagen fibers in the superficial layer of the lamina pro-
pria in patients with varying severities of RE.

METHODS

The study was approved by the Institutional Review Board.
All participants provided informed consent.

Twenty surgical vocal fold specimens were obtained from 20
subjects with RE diagnosed according to the criteria of Dikkers
and Nikkels.! The included cases presented with grade II (9
cases) or grade III (11 cases) severity classified according to
Yonekawa.l0 These severities of the disease necessitated surgical
treatment to improve voice quality by removing the excess edema.

Seventeen subjects were women and three were men, and
they ranged in age from 47 to 62 years (mean = SD: 55 + 4.4
years). Nine subjects were white, eight were mulatto, and three
were black. All patients were smokers or ex-smokers (mean + SD:
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22 * 10.7 pack-years). The duration of dysphonia ranged from 6
to 60 months (mean + SD: 36 *= 16.6 months). None of the cases
presented a history of previous laryngeal microsurgery.

The specimens were removed according to principles of the
suctioning technique.!! A fragment of the middle third of the vocal
fold with RE, comprising the epithelium and part of the superficial
layer of the lamina propria with edema was removed at the begin-
ning of surgery and oriented through one stitch at its anterior end.

The specimens were then immersed in formaldehyde for
24 hours and embedded in paraffin. Five micrometer thick
sections were stained by the picrosirius.® The picrosirius-
polarization method permits a detailed analysis of the collagen
system arrangement.

Cases were analyzed descriptively, and the degree of colla-
gen fiber disarrangement was categorized semiquantitatively!2
using the following categories: * indicated that the item was
focally present in small quantities, but absent in adjacent areas;
+ indicated that the item was focally present in large quantities,
but absent in adjacent areas; ++ indicated that the item was
present in large quantities. The results were confirmed by two
pathologists with experience in head and neck pathology.

Collagen disarrangement was correlated with RE severity
via the x? test and with age, cigarette smoking, and dysphonia via
Spearman’s rank correlation. Comparison of age, cigarette smok-
ing, and dysphonia within grade II and grade III severities were
performed using the ¢-test and Levene’s test. All tests were con-
ducted using the SPSS software 13.0 version (SPSS©, Chicago,
IL) and P values lower than 0.05 were considered significant.

RESULTS

Descriptive analysis showed that the intertwined
network of collagen fibers resembling a wicker-basket nor-
mally observed in human vocal folds® was disarranged in
most regions of the superficial layer of the lamina propria
of the vocal folds with RE. Disarrangement of collagen
fibers was characterized by loosely arranged and frag-
mented fibers intermixed with varying amounts of myxoid
stroma (Fig. 1). The amount of collagen in the lamina
propria varied among cases; some cases showed large

Fig. 1. Coronal histological section of the vocal fold specimen with
Reinke’s edema of a 55-year-old woman, stained with picrosirius
and observed under polarized light. Note the disarrangement of
collagen characterized by loosely arranged and fragmented fibers of
yellow- or red-stained, thick and strongly birefringent fibers (solid
arrows) and the green-stained, thin and weakly birefringent fibers
(dotted arrows) (magnification X400). EP = epithelium.
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Fig. 2. Coronal histological section of the vocal fold specimen
with Reinke’s edema of a 55-year-old woman, stained with picro-
sirius and observed under polarized light. Collagen fiber arrange-
ment in the region underneath the epithelium (EP) (solid arrows) was
better preserved when compared with fibers in the deeper (dotted
arrows) region of the superficial layer of the lamina propria (magni-
fication x200).

amounts of disarranged collagen fibers, whereas others
exhibited a collagen-poor, edema-rich stroma. Two popu-
lations of collagen fibers were observed under polarized
light analysis: yellow- or red-stained, thick and strongly
birefringent fibers and green-stained, thin and weakly
birefringent fibers.® We observed a disarrangement of
these two collagen fiber populations in RE (Fig. 1). Colla-
gen fiber arrangement in the region underneath the epi-
thelium (subepithelial fibers) was better preserved when
compared with fibers in the deeper region of the superfi-
cial layer of the lamina propria (Fig. 2).

Table I summarizes the results of the disarrange-
ment of collagen fibers according to the severity of RE.
Moderate and large areas of disarrangement predomi-
nated and were found in 90% of the cases (Figs. 3 and 4).
There was a statistical difference in collagen disarrange-
ment between grade IT and grade III severity (P = .007)
that appeared to be due to the large areas of disarrange-
ment observed in 73% of patients with grade III severity
and 44% with grade II severity. Spearman’s rank correla-
tion revealed that age was the only variable correlated
with collagen fiber disarrangement (r = 0.47, P = .037)

TABLE I.

Disarrangement of the Collagen Fibers According to the Severity
of the Reinke’s Edema.

Grade I Grade Il
n=9 (n=11)
Disarrangement *= 1
Disarrangement + 4 2
Disarrangement + + 4

P = .007, showing difference in collagen disarrangement between
grade Il and grade Il severity (x?> nonparametric test).

+ = small areas of disarrangement; + = moderate areas of disarrange-
ment; ++ = large areas of disarrangement.
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Fig. 3. Coronal histological section of the vocal fold specimen with
Reinke’s edema of a 57-year-old woman, stained with picrosirius
and observed under polarized light. Note the disarrangement +
characterized by moderate areas of collagen fibers disarrangement
(solid arrows) and some areas of preserved intertwined network of
collagen fibers resembling a wicker-basket (dotted arrows) (magni-
fication X400). EP = epithelium.

(Table II). Except for age, no significant differences were
observed between grade II and III severities (P = .036)
(Table III). Figure 5 shows three-dimensional graphic il-
lustrations of the histoarchitecture of the collagen fibers
found in the lamina propria of RE.

DISCUSSION

The results of this work indicate that RE is charac-
terized by collagen fiber disruption and impairment of
collagen’s spatial arrangement in a wicker-basket config-
uration. Our data suggests that alterations in collagen
fibers may contribute to the vocal fold dysfunction ob-
served in RE.

Fig. 4. Coronal histological section of the vocal fold specimen with
Reinke’s edema of a 60-year-old woman, stained with picrosirius
and observed under polarized light. Note the disarrangement +
characterized by large areas of collagen fibers disarrangement
(solid arrows) (magnification x400). EP = epithelium.
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TABLE Il

Correlation of the Age, Cigarette Smoking and Duration of
Dysphonia as Function the Degree of Collagen Disarrangement.

Spearman’s Rank

Correlation Coefficient P
Age +.469 .037
Cigarette smoking +.120 .616
Dysphonia +.242 .304

The arrangement of collagen fibers in the vocal fold
confers resistance to muscle contraction, but also allows
elongation during voice modulation, especially in the
superficial layer of the lamina propria, which represents
the main vibratory area. In this layer, the intertwined
arrangement of collagen fibers described by Melo et al.6
permits the fibers to slide between each other in such a
way that the structure is deformed as a whole. There-
fore, poorly extendable collagen fiber may constitute a
flexible framework that helps to stabilize the lamina
propria, maintaining the uniformity of its structure
during vibration.6.13

The disarrangement of collagen fibers observed in RE
might cause loss of the stabilizing component, the flexible
framework. The three-dimensional structure that main-
tains the integrity of the vocal fold cover during phona-
tion4 is disarranged thus rendering the superficial layer
more prone to deformity in RE.

The pathophysiological mechanisms underlying RE
are still unknown. In our study, age was correlated with
the degree of collagen fiber disarrangement. The normal
histoarchitectural arrangement of the collagen system in
the lamina propria of elderly patients is known to be
altered in varying degrees at several histological and bio-
chemical levels.6:1> We do not know if the correlation be-
tween age and the magnitude of the collagen fiber disar-
rangement was caused by RE pathology or was simply the
product of nondiseased senescence.

We also observed greater collagen fiber disarrange-
ment in patients with grade III severity. Aging may con-
tribute to disease severity, but other risk factors, such as
laryngopharyngeal reflux, vocal abuse, vocal hyperfunc-
tion, and hypothyroidism may also influence the severity
of the edema.

TABLE Il
Comparison of Age, Cigarette Smoking, and Duration of
Dysphonia Within Grade Il and Grade Il Severities Using
the t-Test and Levene’s Test.

Severity of
Edema Mean SD P

Age (yrs) Il 52.67 4.77 .036

1] 57.00 3.26
Cigarette smoking (pack-years) Il 20.22 6.44 .399

1] 2418 13.34
Dysphonia (mo) Il 32.67 19.92 .452

1] 38.73 13.78

SD = standard deviation.
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Fig. 5. Histoarchitecture of the collagen fibers in the superficial layer
of the lamina propria with Reinke’s edema showing the collagen
disarrangement. (A) Small areas of disarrangement. (B) Moderate
areas of disarrangement. (C) Large areas of disarrangement.

These risk factors lead to aberrant healing responses
in RE, but the deformability of the vocal fold should also
be influenced by disruption of other matrix components
because of the interaction between collagen fibers, elastin,
and interstitial proteins.'* Furthermore, not only RE but
also other benign laryngeal lesions show a certain degree
of Reinke’s space involvement5; collagen disruptions may
thus occur in a distinct or less evident manner although
still influencing vocal fold vibration to some extent.

The findings of the present study permit speculations
regarding the surgical treatment of RE. Because the dis-
arrangement of collagen fibers in RE was less marked in
the subepithelial region, preservation of edema close to
the mucosal flap during surgery may favor a more efficient
return of the vibratory capacity of the vocal fold after
surgery. This fact might be particularly important with
the advent of new surgical techniques for edema removal
via a microflap approach.

CONCLUSION
The intertwined network of collagen fibers resem-
bling a wicker-basket found in normal vocal folds was
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disarranged in most regions of the superficial layer of the
lamina propria in patients with RE.
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Distribution of elastic system fibers in Reinke’s edema

SUMMARY

Objectives: To describe the distribution of elastic fibers system in superficial
layer of the lamina propria of the vocal folds with Reinke’s edema. Study Design:
Cross sectional analysis of the lamina propria of the vocal folds with Reinke’s edema
and normal vocal folds from human cadavers. Method: The Weigert’s resorcin-
fuchsin stain after oxidation with 10% oxone was used to study the elastic fiber
arrangement in superficial layer of lamina propria of normal vocal folds and with
Reinke’s edema. Findings were categorized semiquantitatively and afterward
compared with the severity of Reinke’s edema. Results: Analysis of 20 specimens of
vocal fold with Reinke’s edema showed that the elastic fibers in Reinke’s space lost
their undulated appearance and gained a tangled aspect. In addition, these fibers were
no longer parallel to the epithelial basement membrane but ran in various directions.
The superficial fiber network below the epithelial basement membrane observed in
normal folds was also found to be fragmented, detached from the undulated fibers
and also ran in various directions. No significant difference in the degree of elastic
system fiber disarrangement was observed between grade Il and Il severities (p =
0,382). Large areas of disarrangement were predominant (80% of the cases).
Conclusion: The intense disarrangement of the elastic system fibers in Reinke’s
edema may give insufficient resistance and resilience to the vocal fold, leading to

excessive propensity for deformability.

Key words: Reinke’s edema; lamina propria; elastic fiber; vocal fold
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INTRODUCTION

Reinke’s edema (RE) is a benign lesion of the vocal folds, affecting the
superficial layer of the lamina propria; the entire length of the membranous vocal
fold becomes edematous and swollen. Spatial variation and organization of fibrous
proteins appear to be critical for the morphology of the vocal folds. We previously
found a disarrangement of the intertwined network of collagen fibers in the
superficial layer of the lamina propria of the vocal fold with RE and suggested that
alterations in collagen fibers may contribute to vocal fold deformity?.

Elastin is another important structural component of the extracelullar matrix
in the vocal folds. Ultrastructurally, fibers of the elastic system are composed by a
varying amount of an amorphous material mixed with a fibrillar component. Elastin
fibers or mature elastic fibers have a larger amorphous component as a core, with
microfibrils surrounding the core. Oxytalan fibers are composed of microfibrils of 10
to 12 nm in diameter; elaunin fibers have microfibrils with a small amorphous
component. Elaunin and oxytalan are less stretchable and are found in tissues that
experience greater stress such as tendons and cartilage. Elastin fibers are the most
elastic®,

In the superficial layer of the lamina propria of the human vocal folds, elastin
proteins are mostly present in the elaunin and oxytalan, but not the elastin fiber,
forms>*. Mature elastic fibers are mostly observed in the intermediate layer of the
lamina propria®. The elastic system fibers of the superficial layer participate in
vibration by contributing to the rigidity and viscoelasticity of the vocal fold mucosa™

Few studies have described elastic fiber distribution in RE®. Therefore, in this study,
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our aim was to describe the distribution of elastic system fibers in the superficial
layer of the lamina propria in patients with varying severities of Reinke’s edema as

compared to those with normal vocal folds.
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METHODS

The study was approved by the institutional review board. All participants
provided informed consent. Twenty surgical vocal fold specimens were obtained
from 20 subjects with RE. The selected cases were the same sample used in our
previous study?.

Seventeen subjects were female, three were male, and they ranged in age
from 47 to 62 years (mean£SD: 55+4.4 years). Nine subjects were white, eight were
mulatto, and three were black. All patients were smokers or ex-smokers (meanzSD:
22+10.7 pack-years). The duration of dysphonia ranged from 6 to 60 months
(meantSD: 36+16.6 months). None of the cases presented a history of previous
laryngeal microsurgery. Edema was scored as grade Il in 9 cases and grade Il in 11
cases’.

Ten additional vocal folds were obtained from human larynges of nonsmoker
cadavers from the Sdo Paulo Autopsy Service at the University of Sdo Paulo School
of Medicine and were used as normal controls. These subjects included five males
and five females ranging in age from 50 to 60 years (mean of 55 years), four of them
white, three were mulatto and three were black.

Specimens were immersed in formaldehyde for 24 hours, dehydrated in an
increasing alcohol gradient, cleared, arranged and embedded in paraffin. The blocks
were cut into 5 pum coronal sections that were stained by Weigert’s resorcin-fuchsin
stain after oxidation with 10% aqueous oxone. This method stains all fibers of the

elastic system including elastic fibers as well as oxytalan and elaunin fibers®. The
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same preparation was used for a 5 mm thick coronal fragment of the mid-region of
the membranous vocal folds of the control group.

Cases were analyzed descriptively, and the degree of elastic system fiber
disarrangement observed in RE was categorized semiquantitatively using the
following categories: + indicated that item was focally present in small quantities,
but absent in adjacent areas; + indicated that item was focally present in large
quantities, but absent in adjacent areas; ++ indicated that item was present in large
quantities®. The results were confirmed by two pathologists with experience in head
and neck pathology.

Elastic fiber distribution was correlated with Reinke’s edema severity as
determined by chi-square test; it was also correlated with age, cigarette smoking, and
dysphonia as determined by Spearman's rank correlation. All tests were conducted
using SPSS software version 13.0 (SPSS Inc. ©, Chicago, lllinois, USA) and p-values

lower than 0.05 were considered significant.
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RESULTS

Elastic fibers treated with the Weigert resorcin-fuchsin method were stained
dark purple. Analysis of the superficial layer of normal vocal folds showed a delicate
network of thin and undulated fibers branched and formed connections with each
other; this network was arranged in parallel to the epithelial basement membrane. In
addition, a more superficial network of thinner fibers was observed immediately
below the basement membrane between the deeper fiber network and the epithelium,
which was arranged in the direction of the first network (Fig. 1, a and b).

In contrast, the normal distribution of elastic fibers was found to be disrupted
in the superficial layer of the lamina propria of the vocal fold with RE; the fibers lost
their undulated appearance and gained a tangled aspect. The fibers became
fragmented and were no longer parallel to the epithelial basement membrane; they
presented a chaotic distribution and ran in various directions scattered throughout
Reinke’s space. The superficial fiber network below the epithelial basement
membrane was also found to be fragmented; it was detached from the undulated
fibers and ran in various directions (Figure 2, a and b).

Table |1 summarizes the disarrangement of elastic system fibers according to
the severity of the Reinke’s edema (Figures 3 and 4). Large areas of disarrangement
were predominant (80% of cases). No significant difference in the degree of elastic
system fiber disarrangement was observed between grade Il and Il severities (p =
0,382). Analysis with Spearman's rank correlation revealed that none of the
variables was correlated with the degree of elastic system fiber disarrangement

(Table I1).
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DISCUSSION

In the present study, we describe an intense disarrangement of elastic system
fibers in the superficial layer of the lamina propria of patients with RE. This
disarrangement probably mostly affected the oxytalan and elaunin fibers present in
this layer®*. Oxytalan fibers are located closer to the epithelial basement membrane®,
and probably correspond to the thinner fiber network observed in the control group.
Elaunin fibers probably form the delicate network of thin and undulated fibers
arranged in parallel to the epithelial basement membrane in normal vocal folds.

The disruption of the spatial arrangement of oxytalan and elaunin fibers might
deregulate the vibratory mechanism of the superficial layer, an area with higher
dynamic stress>**°. The disarrangement of these fibers may result in insufficient
resistance and resilience of the tissue, leading to an excessive propensity for
deformity in RE.

In this study, there was no significant difference in elastic system fiber
disarrangement between grade Il and Il severities, perhaps because large areas of
disarrangement presented in the majority of cases (80%). There appeared to be great
disruption of elastic fibers in the region beneath the epithelial basement membrane;
this is in contrast to collagen, whose configuration is reasonably preserved in this
region®.

The impairment of the elastic fiber network of the subepithelial region could
result in a loss of attachment between the submucosa and epithelium, possibly
contributing to vocal fold deformability. Interestingly, a similar fragmentation of the

fibers of the elastic system is presented in asthmatic airways. It was hypothesized
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that these alterations could contribute to airway hyperconstriction by impairing
intrinsic airway recoil, since elastic fibers return organs to their original
conformation after release of a deforming force*.

Our findings may be useful for histopathological diagnosis of benign lesions
of the vocal folds since it has low value in making a discrimination®?. It is possible
that elastic and collagen fiber staining, in association with quantitative methodology,
could be used to link histologic diagnoses with macroscopic findings of benign

lesions of the vocal folds.
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CONCLUSION

We describe an intense disarrangement of elastic system fibers in the
superficial layer of the lamina propria of patients with RE. In conjunction with the
collagen disruption observed in a previous work, our findings suggest that vocal
folds with Reinke’s edema show increased deformability because of a loss of

structural components.
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TABLES
TABLE |
Disarrangement of the elastic system fibers
according to the severity of the Reinke’s edema
Grade I1 Grade Il
(n=9) (n=11)
Disarrangement + 0 0
Disarrangement + 3 1
Disarrangement ++ 6 10

NOTE: + =small areas of disarrangement + = moderate areas of disarrangement; ++ = large areas of

disarrangement
p = 0,382, showing no significant difference in elastic fibers disarrangement between grade Il and grade 111
severity (chi-square non-parametric test)

TABLE I
Correlation of the age, cigarette smoking and duration of dysphonia as function
of degree of elastic system fibers disarrangement

Spearman’s rank correlation coefficient p
Age -0,076 0,749
Cigarette Smoking +0,329 0,157

Dysphonia +0,197 0,406
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FIGURES LEGENDS

Fig 1. Coronal histologic section of the vocal fold of a 54-years-old woman at the
midregion of the membranous portion, stained with Weigert’s resorcin-fuchsin
with previous oxidation. (A) Note in the Reinke space (RE), elastic fibers
arranged in parallel to the epithelium (magnification X 200). (B) A delicate
network of thin and undulated fibers arranged in parallel to the epithelial
basement membrane, which branched and formed connection with each other
(solid arrows) and a network of thinner fibers below the basement membrane

(dotted arrows) (magnification X 400).

Fig. 2. Coronal histologic section of the vocal fold specimen with Reinke’s
edema of a 58-years-old woman, stained with Weigert’s resorcin-fuchsin with
previous oxidation. The undulated fibers became fragmented and were no longer
arranged parallel to the epithelial basement membrane (solid arrows). The fiber
network below the epithelial basement membrane was fragmented, detached

from the undulated fibers (dotted arrows) (magnification X 400).

Fig. 3. Coronal histologic section of the vocal fold specimen with Reinke’s
edema of a 57-years-old woman, stained with Weigert’s resorcin-fuchsin with
previous oxidation. Note the disarrangement + characterized by moderate areas
of elastic fibers disarrangement (dotted arrows) and some areas of preserved

network of the elastic system fibers (solid arrows) (magnification X 400).
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Fig. 4. Coronal histologic section of the vocal fold specimen with Reinke’s
edema of a 58-years-old woman, stained with Weigert’s resorcin-fuchsin with
previous oxidation. Note the disarrangement ++ characterized by large areas of

elastic fibers disarrangement (dotted arrows) (magnification X 400).
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Introducao 1

1 INTRODUCAO

Hirano e Kakita (1985) introduziram a teoria de corpo e cobertura, dividindo
a prega vocal em trés estruturas. A cobertura esta situada superficialmente e consiste
no epitélio e na camada superficial da lamina propria. A regido de transi¢do inclui a
camada intermediaria e profunda da lamina propria, formando o ligamento vocal. O
musculo vocal € o corpo da prega vocal. Dentro do conceito fisiologico desta teoria,
os tecidos da regido mais superficial, cobertura, deslizam-se sobre uma estrutura
mais rigida, o corpo da prega vocal.

A camada superficial da lamina prépria ou espaco de Reinke apresenta
componentes celulares e extracelulares, sendo a grande maioria extracelular. O
tecido extracelular contém proteinas, lipidios e carboidratos. As proteinas fibrosas
sdo os colagenos e as elastinas e as intersticiais sdo as proteoglicanas (PG) e as
glicoproteinas (GP) (Gray et al, 1993).

O espago de Reinke ¢ a regido que mais vibra durante a fonagdo, necessitando
de um arcabougo fibroso para manter a sua integridade estrutural. As proteinas
fibrosas sdo estruturas importantes na formacdo deste arcabougo conferindo a
manuten¢do da morfologia e participando nas propriedades biomecanicas da prega
vocal (Gray et al, 2000).

Melo et al (2003) utilizaram o método da Picrossirius-polarizagdo para
descrever as fibras coldgenas da lamina préopria da prega vocal normal, evidenciando
uma fina faixa de fibras colagenosas, logo abaixo da membrana basal do epitélio que

apresenta um arranjo de fibras entrelacadas em uma delicada trama semelhante a
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uma “cesta de vime”. As fibras colagenas permitem o alongamento da prega vocal,
enquanto que as fibras eldsticas estocam a energia necessaria para o sistema voltar ao
repouso. Este estudo abriu novas perspectivas para a caracterizagao do espago de
Reinke em doencas que afetam a prega vocal.

Doencas mucosas benignas das pregas vocais como os nodulos, pélipos e
edema de Reinke (ER) sdo lesdes que apresentam algum grau de alteracdo na camada
superficial da lamina propria. O edema de Reinke ¢ definido com um edema uni ou
bilateral de toda a prega vocal, séssil e muito movel durante a fonagdo (Dikkers e
Nikkels, 1995), podendo provocar grandes deformidades na prega vocal. A sua
fisiopatologia ainda permanece desconhecida, porém ¢ freqiientemente associado ao
tabagismo e envelhecimento (Sato et al, 1999).

Alteragdes nas proteinas fibrosas, coldgeno e elastina, estdo presentes no
edema de Reinke, porém existem poucos trabalhos sobre este assunto na literatura
(Remenar et al, 1984; Voli¢ et al, 1996). O estudo destas alteragdes histologicas pode
permitir melhor compreensao de sua fisiopatologia, favorecendo também o
desenvolvimento de novas opgdes de tratamento.

Com o intuito de aprofundar os conhecimentos sobre a matriz extracelular
com edema de Reinke, este estudo foi idealizado para descrever a distribuicao das
fibras coladgenas e do sistema de fibras elasticas do espaco de Reinke com edema de
Reinke e comparar com a prega vocal normal. Além disso, iremos procurar fatores

que podem estar relacionados com a severidade do edema.
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1.1 Objetivos principais

1. Descrever a distribui¢do das fibras colagenas na camada superficial da lamina
propria da prega vocal com Edema de Reinke através do Método da
Picrossirius-polarizagdo, ¢ comparar com a distribuicdo na prega vocal

normal.

2. Descrever a distribuicdo do sistema de fibras elasticas da camada superficial
da lamina propria da prega vocal com Edema de Reinke através da técnica da
Resorcina-fucsina de Weigert, ¢ comparar com distribuicdo na prega vocal

normal.

1.2 Objetivos secundarios

1. Correlacionar os achados histologicos na prega vocal com edema de Reinke

com a idade, consumo de cigarro e tempo de disfonia.

2. Avaliar possiveis diferengas entre o edema de Reinke grau II e III quanto a
distribuicdo das fibras colagenas e do sistema de fibras elasticas, idade, sexo,

raca, consumo de cigarro e tempo de disfonia.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histologia da camada superficial da lamina propria ou espago de Reinke

O anatomista alemao Reinke (1895) descreve que ar ou liquido injetado na
superficie mucosa da prega vocal difunde-se livremente em um espago fechado
subepitelial que fica confinado por tecido conectivo denso. Os limites deste espaco
sdo: cranio-caudalmente a linha arcuata superior e inferior, onde o epitélio escamoso
da prega vocal torna-se cilindrico; a borda anterior deste espago consiste numa
membrana elastica localizada na comissura anterior; a borda posterior corresponde
onde o perimisio da prega vocal adere ao processo vocal da aritendide.

Hajek (1925) que também fazia experimentos de infusdao na laringe credita a
Reinke a identificacdo deste compartimento subepitelial. Este espaco ¢ chamado de
espago de Reinke.

Hirano (1974) descreve a prega vocal como uma estrutura vibratil contendo a
cobertura, representada pela mucosa e o corpo correspondendo ao musculo e ao
ligamento vocal. E o primeiro autor a correlacionar a histologia com a fisiologia da
prega vocal.

Hirano (1975) descreve histologicamente a prega vocal em cinco camadas
com o epitélio, a camada superficial contendo poucas estruturas protéicas, a camada
intermediaria rica em fibras elésticas, a camada profunda rica em fibras colagenas ¢ a

camada muscular. As camadas intermedidria e profunda sdo chamadas de ligamento



Revisdo de Literatura 5

vocal. O epitélio e a camada superficial sdo chamados de cobertura, a camada
intermediaria e profunda de zona de transicdo e a camada muscular de corpo.

Hirano (1981) aprofunda os seus conhecimentos histoldgicos da prega vocal e
descreve que a camada superficial da lamina propria ¢ formada por células,
principalmente fibroblastos e uma matriz extracelular contendo glicosaminoglicanas,
proteoglicanas e poucas proteinas fibrosas. Observa fibras coldgenas finas
entrelacadas frouxamente e poucas fibras elasticas.

Hirano e Kakita (1985) propdem a Teoria de Corpo e Cobertura da vibragao
das pregas vocais. A cobertura constituida do epitélio e da camada superficial da
lamina propria move-se sobre o corpo formado pelo musculo vocal que permanece
fixo, porém com propriedades contrateis.

Bonnaure-Mallet e Lescoat (1989) estudam o sistema eldstico das pregas
vocais humanas, verificando que as fibras oxitalanicas e elauninicas estao presentes
da idade fetal até a adulta na camada superficial da lamina prdpria, porém que
diminuem com o aumento das fibras elasticas principalmente nas camadas profundas
e musculares da prega vocal.

Gray et al (1993) revisam a estrutura molecular e celular da prega vocal
humana e evidenciam que o coladgeno tipo III predomina na ldmina propria da prega
vocal.

Ishii et al (1996) descrevem por técnicas de microscopia eletronica as fibras
colagenas e elésticas da lamina propria. Na camada superficial sdo observadas fibras
elasticas finas dispostas longitudinalmente misturadas com fibras elédsticas em
espiral. Fibras colagenas finas s3o observadas bem perto de epitélio compondo a

membrana basal e na camada superficial ha fibras colagenas em agrupamentos.
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Fibras oxitalanicas estdo presentes difusamente em todas as camadas. Em pacientes
idosos e com tumores ha um desarranjo das fibras elasticas. As fibras colagenas sdo
consideradas importantes para a manutencdo e plasticidade da estrutura da prega
vocal e as fibras elasticas envolvidas no rapido retorno da morfologia da prega vocal
apos distor¢des com a vibragao.

Sato e Hirano (1997) verificam que as fibras elasticas de individuos idosos
mudam de morfologia comparada com as fibras elasticas dos adultos jovens, ocorre
um aumento da substancia amorfa e uma diminui¢do das microfibrilas. Ha também
alteragdo no metabolismo das fibras elasticas. Os resultados sugerem que as fibras
elasticas aparentemente perdem a sua funcdo de elasticidade e contribuem
parcialmente com as alteragdes na voz observadas no envelhecimento.

Hammond et al (1997) estudam a morfologia da prega vocal humana através
de dois constituintes da matriz extracelular: elastina e acido hialurdnico. A elastina €
observada pela coloracdo de Verhoeff, distribuindo-se em menor quantidade na
camada superficial da lamina prépria, porém com elastina nas formas oxitatalicas e
elauninicas. Estas ultimas coram-se pouco pela coloragao de Verhoeft.

Catten et al (1998) analisam a localizacdo e a concentracao de trés tipos de
células na lamina propria. Os fibroblastos sdo as células mais abundantes,
principalmente na regido 20% mais profunda da lamina propria. Os miofibroblastos
sdo mais abundantes nos 60% mais superficiais ¢ os macrofagos quando presentes
(36% dos casos) sdo mais abundantes nos 20% mais superficiais da lamina prépria.
Os resultados sugerem que a camada superficial da lamina propria ¢ uma regido em

constante reparo € que apresenta maior estresse vibratorio durante a fonagao.
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Hammond et al (1998) utilizam a coloragdao de Verhoeff para descrever um
aumento na quantidade de fibras elasticas da lamina propria de pregas vocais
humanas com a progressao da idade, ndo sendo observado diferencas em relagcdo ao
sexo. Na camada superficial existem fibras elasticas esparsas. A maior concentragao
de fibras elasticas encontra-se na camada intermediaria que em idosos torna-se mais
superficial.

Milutinovi¢ et al (1998) observam que na camada superficial da lamina
propria, as fibras do tecido conectivo apresentam uma distribui¢do paralela a borda
livre da prega vocal que facilita aparentemente os movimentos médio-laterais da
prega vocal durante a vibragao.

Sato (1998) descreve fibras reticulares finas distribuidas em um arranjo
tridimensional na camada superficial da lamina propria com espagos entre as fibras
reticulares cobertos por glicoproteinas, proteoglicanas e fibras elasticas. Consideram
este complexo de estruturas importante para as propriedades viscoelasticas da lamina
propria e conseqiientemente para o comportamento vibratdrio da prega vocal.

Hammond et al (2000) quantificam a distribuicdo das fibras colagenas de
laringes masculinas e femininas de criangas, adultos e idosos. Observam um aumento
de colageno com a idade e uma diferenca em relagdo ao sexo, com maior
concentragdo de colageno em homens adultos e idosos. Discutem a necessidade de
correlacionar estes achados histologicos com as propriedades biomecanicas da voz.

Hirano et al (2000) estudam por microscopia eletronica os fibroblastos da
macula flava e do espago de Reinke. Verificam que com o envelhecimento, os

fibroblastos da macula flava tornam-se menos ativos, ja os fibroblastos do espago de
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Reinke apresentam maior atividade, o que pode estar correlacionado com o aumento
da espessura encontrado neste espago na populacao geriatrica.

Ishii et al (2000) analisam as alteragdes morfolégicas na lamina propria das
fibras colagenas e elasticas que ocorrem durante a idade. Em neonatos observam
estruturas imaturas com dareas densas e esparsas, sem o arranjo longitudinal das
fibras. Com um ano de idade existe a producao de fibras longitudinais com
diferenciagdo da mécula flava. Entre trés e cinco anos de idade as fibras longitudinais
aumentam em numero, a camada intermediaria comec¢a a adquirir forma de
ligamento, porém nao se diferencia camada superficial. Com 12 anos de idade ocorre
a diferenciacdo entre as camadas superficial e intermediaria, surgem fibras elasticas
finas em espiral na camada superficial e as fibras da camada intermediaria tornam-se
maduras. Entre 15 ¢ 17 anos em homens ocorre a diferenciacao final das fibras
colagenas.

Gray et al (2000) relacionam as fibras coldgenas e elasticas com as
propriedades biomecanicas da prega vocal. As fibras coldgenas sdo consideradas
estruturas importantes para suportar tensao e estiramento da prega vocal e as fibras
elasticas permitem a deformidade e o retorno para a forma original.

Sato et al (2001) observam que o espago de Reinke em recém-nascidos
apresenta estruturas esparsas compostas de fibras coldgenas, reticulares e elasticas
imaturas e proteinas intersticiais como a fibronectina. Em criangas aumentam-se os
componentes fibrosos, ainda ndo se forma ligamento vocal e existe um aumento de
fibronectina. Concluem que durante a infincia ocorre a sintese da matriz extracelular
pela macula flava até a formacdo da estrutura tridimensional que tem propriedades

viscoelasticas para a vibracdo da prega vocal.
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Sato et al (2002) avaliam as alteragdes das fibras colagenas na lamina préopria
com o envelhecimento. Em idosos, na camada superficial, as fibras colagenas
aumentam e as fibras reticulares diminuem especialmente em homens. As fibras
colagenas tém a sua morfologia alterada formando feixes e os espacos entre elas
diminuem. Altera-se a estrutura tridimensional das fibras colagenas e reticulares com
a idade.

Melo et al (2003) realizam um estudo com o método da Picrossirius-
polarizacdo em que mostram a distribui¢ao espacial do colageno na lamina propria e
no musculo da prega vocal humana e descrevem o arranjo entrelagado das fibras
como semelhante a “cesta de vime”. Identificam dois tipos de fibras coldgenas na
prega vocal humana: fibras colagenas tipo I, coradas em amarelo ou vermelho,
grossas e fortemente birrefringentes e as fibras colagenas tipo III coradas em verde,
finas e fracamente birrefringentes. Este estudo ressalta a importancia da organizacgao
das fibras coldgenas na biomecanica da producdo do som e na formacdo de um
arcabouco fibroso.

Hartnick et al (2005) realizam estudos com laringes de cadaveres entre zero e
18 anos de idade para verificar as mudangas estruturais na lamina propria. Com dois
meses de idade observam a formagao de uma estrutura bilaminar ¢ com 7 anos a
formacgao da estrutura trilaminar da lamina prépria, porém com formagao completa
apenas na adolescéncia.

Thibeault (2005) realiza um artigo de revisdo sobre o espaco de Reinke,
incluindo publicagdes sobre a biomecanica, histologia, biologia molecular e

engenharia tecidual desta regido. O artigo de Melo et al (2003) ¢ revisado e reforca a
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necessidade de estudar com o método da Picrossirius-polarizagdo a lamina propria de
doengas laringeas.

Hahn et al (2006a) observam que histologicamente a distribui¢do do sistema
de fibras elasticas na lamina propria de pregas vocais humanas apresenta mais
similaridade com a dos porcos comparado com a dos outros animais estudados (cao e
furdo). As fibrilinas-1 marcadas que sdo microfibrilas primarias associadas com
todas as formas de fibras elasticas estdo mais localizadas em humanos na camada
superficial da lamina prépria, o que indica uma maior quantidade de fibras
oxitalanicas nesta regido. Além disso, o estudo mostra uma maior taxa de renovagao
das fibras elasticas na camada superficial da lamina propria através da tropoelastina.
Os resultados suportam a idéia de que esta regido apresenta maior estresse mecanico,
por isso a necessidade de constante renovagdo e maior quantidade de fibras
oxitalanicas.

Hahn et al (2006b) realizam um estudo quantitativo e com marcadores de
imunoistoquimica para colageno tipo I, II, III e IV e dois marcadores de renovagao
de colageno em pregas vocais de humanos, caes, porcos e furdes. A distribuicao das
fibras colagenas de pregas vocais humanas apresenta maior semelhanga com a
lamina propria de porcos. Os colagenos tipo I e IIl sdo predominantes na lamina
propria e hd uma distribui¢do espacial dos marcadores de renovagao de colageno que
pode estar implicado com a vibragdo da prega vocal.

Tateya et al (2006) examinam em 5 pregas vocais humanas pela técnica de
imunoistoquimica, a presenca de colagenos tipos I, III, IV, V e elastina. O coldgeno
tipo III esta distribuido em toda lamina propria e forma fibras grossas e finas, o

colageno tipo I apresenta fibras finas e esta distribuido na camada superficial da
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lamina propria proxima a membrana basal, na camada profunda e na macula flava. O
colageno tipo IV e V estdo presentes na membrana basal. A elastina esta distribuida
na camada superficial proxima a membrana basal, na camada intermediaria e
profunda da lamina prépria e na macula flava. A regido da camada superficial da
lamina propria apresenta caracteristicas diferentes da sua camada mais profunda,
com a organiza¢cdo de uma estrutura fibrosa formada de coldgeno tipo I, tipo III e
elastina.

Tateya et al (2007) realizam um estudo com microscopia eletronica para
identificar os tipos de fibras colagenas na lamina prépria. Os resultados sugerem que
tanto as fibras colagenas como as reticulares sao formadas pelo colageno tipo I e tipo
1.

Buhler et al (2008) descrevem na lamina propria de laringes fetais com a
técnica da Picrossirius-polarizagdo o mesmo arranjo entrelacado das fibras colagenas

observado em pregas vocais de adultos.

2.2 Edema de Reinke e alteracdes histologicas da lamina propria

Hajek (1925) induz experimentalmente com inje¢des subepiteliais de azul de
metileno um edema localizado na prega vocal, como no edema de Reinke que ja
havia relatado na sua pratica clinica, sendo atribuido a ele a primeira descricdo de

ER. Apesar disso, Reinke (1895) que apresenta a justificativa anatomica para este
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acumulo de liquidos, por isso o edema cronico desta regiao ¢ chamado de Edema de
Reinke.

Jackson C e Jackson CL (1937) descrevem tumores de origem inflamatoria
chamando-os de cordite polipoide, pois freqiientemente estdo associados com
laringite crdnica.

Putney e Clerf (1940) chamam as alteragdes de pregas vocais com edema e
fibrose de laringite cronica hipertrofica e concluem que estdo relacionadas com
abuso vocal ou infecg¢ao.

Waldapfel (1940) descreve que entre o epitélio e a camada muscular da prega
vocal existe uma camada fina com tecido conectivo frouxo. Relata dois casos com
edema difuso nesta camada com grandes dilatagdes que afasta a camada muscular.
Corresponde a uma expansao da camada subepitelial, semelhante aos experimentos
de infiltracdo realizados por Reinke (1895), porém em condigdes patolodgicas. O
edema ¢ atribuido a alteragdes no sistema venoso e linfatico.

Myerson (1950) estuda 143 pacientes fumantes e descreve alteragoes
polipdides difusas em estagios variados de apresentagdes, desde pequenos edemas
até grandes massas bilaterais polipdides e sésseis. Histologicamente apresentam um
tecido fibroso dentro de um estroma edematoso, sendo o processo resultado do
tabagismo.

Holinger e Johnson (1951) chamam o edema difuso como degeneragdo
polipoide, pois histologicamente ¢ semelhante aos pdlipos pedunculados.

Wallner (1954) refor¢a os achados de Myerson (1950) atribuindo o tabaco

como o causador da degeneragdo polipoide.
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Kosokovi¢ (1974) observa que o edema esta dentro de um tecido fibrético
denso na prega vocal que o mantém bem localizado. Clinicamente, o edema esta
mais localizado nos dois tergos anteriores da prega vocal, que ¢ uma regiao de maior
trauma durante a fonagao, por isso o fator mecanico ¢ considerado importante para a
génese do edema.

Koutsibelas et al (1978) através de microscopia eletronica observam no ER
um intenso alargamento dos espagos intercelulares, com a presenca de uma
substancia densa principalmente na camada epitelial.

Remenar et al (1984) realizam um estudo com microscopia Optica e eletronica
e descrevem lamelas formadas de fibras colagenas e fibras elasticas jovens que no
ER estdo mais separadas pela substancia amorfa composta pelo edema.

Loire et al (1988) revisam a histologia de algumas doencas benignas da
laringe. No ER encontram uma lamina propria marcada por edema e vasos
sanguineos dilatados, e aumentados em numero. Nao ha aumento da deposicao de
colageno e a membrana basal esta em alguns casos espessada.

Dikkers et al (1993) descrevem a membrana basal através da microscopia
eletronica de 13 pregas vocais com lesdes benignas da laringe incluindo quatro com
ER. Observam um espessamento da membrana basal e perda da arquitetura normal
dos hemidesmossomas. As observagdes sdo sugestivas de uma hiperatividade das
células da camada basal do epitélio em resposta a um estresse vibratério.

Dikkers e Nikkels (1995) caracterizam o edema de Reinke como uma lesao
com membrana basal espessa, lagos de edema e aumento da espessura dos vasos
sanguineos. Sugerem o tabagismo e o envelhecimento como fatores importantes para

a iniciagdo e manutencao da lesao.
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Gray et al (1995) examinam a deposi¢cdo de fibronectina, uma glicoproteina
produzida por fibroblastos em resposta a lesdo tecidual e do colageno tipo IV, que ¢
um bom marcador de espessamento de membrana basal, em espécimes de polipos,
nodulos e edema de Reinke. Dois padroes de alteragdes sdo caracterizados: o
primeiro que ¢ mais freqiiente em noddulos vocais mostra intensa deposicao de
fibronectina na camada superficial da lamina propria e lesio da membrana basal; o
segundo padrdo mostra raras alteragdes de membrana basal e pouca deposicao de
fibronectina que ¢ caracteristico no edema de Reinke e em alguns pdlipos. Sugerem
que a auséncia de glicoproteinas pode levar a prega vocal a ser mais propensa a
deformidades.

Remacle et al (1996) estudam microscopicamente 163 amostras de 119
pacientes com polipos, nodulos e edema de Reinke. Em todos os casos ¢ descrito um
fendmeno exsudativo no espaco de Reinke com estagios de edema, fibrose, depositos
de fibrina e desenvolvimento de ectasia vascular, sendo que em um grande niimero
de lesdes os fenomenos histologicos sao inespecificos prevalecendo o edema como o
denominador comum. Sugere-se que no ER, o tabaco e o élcool causam efeitos
irritativos em toda a prega vocal e por isso a lesdo ¢ difusa e ndo localizada como em
nodulos e polipos.

Voli¢ et al (1996) dividem o ER utilizando critérios morfoldégicos em uma
forma translucida e outra palida, com dez amostras de cada. Realizam analise
citoldgica, histolégica e histoquimica com Argyrophilic Nucleolar Organizer Region
(AgNOR) que mede a taxa de proliferagdo celular. Os achados mostram padrdes
histologicos variados no ER com relagdo ao edema na lamina propria e a fibrose

encontrada. O tecido conectivo apresenta-se totalmente desorganizado. Na forma
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palida ha multiplos, dilatados e irregulares elementos vasculares. Especula-se que a
forma translucida estd mais associada ao tabagismo, pois o AgNor mostra maior
atividade das células estromais da lamina propria cujo tabaco ¢ o agente estimulador
que leva ao edema.

Courey et al (1996) descrevem por técnicas de imunoistoquimica a
distribuicao de colageno tipo IV e fibronectina em lesdes benignas da laringe
incluindo polipos, nddulos, cordite polipdide e cistos. Nas trés primeiras lesdes, a
fibronectina estd presente com padrdes de densidade alterados associado com
espessamento da membrana basal.

Zeitels et al (1997) apontam o abuso vocal associado com o tabagismo e/ou
refluxo gastroesofagico como fatores importantes para o desenvolvimento do ER,
porém os autores ressaltam a necessidade de estudos da ultraestrutura da matriz
extracelular de pacientes com ER para elucidar as variagdes na oscilagdo glotica
encontradas na estroboscopia.

Dikkers e Nikkels (1999) analisam a lamina prépria de nddulos, polipos e
edema de Reinke. S3o observadas fibras elasticas em distribuicao perpendicular a
membrana basal mais freqliientemente em nodulos. A distribui¢do e a quantidade de
colageno ndo sdo especificas para nenhum tipo de lesdo estudada e o acimulo de
acido hialurénico em vasos sanguineos ocorre somente em polipos. Concluem que
nao ha alteragdes histologicas especificas com analise de fibras coldgenas, elésticas e
acido hialurdnico que permitam diferenciar as trés lesdes benignas estudadas.

Sato et al (1999) realizam um estudo com 10 amostras de pregas vocais com
ER com especial atencdo para os vasos sanguineos no espago de Reinke. Os

principais achados revelam que os vasos apresentam um fino endotélio com muitas
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fenestras e espessamento da membrana basal. A parede dos vasos apresenta-se mais
fina e com poucos pericitos. Portanto, hd uma fragilidade vascular com aumento da
permeabilidade que pode levar a um extravasamento tecidual e conseqiientemente ao
edema. Os fatores mais envolvidos nestas alteracoes sdao o tabagismo e o
envelhecimento.

Macotullio et al (2002) realizam a analise histologica de 125 pacientes com
ER seguindo a classificacao de Hellquist et al (1982) e avaliam a associagao de ER
com tabaco, abuso vocal e refluxo gastroesofagico. O estudo mostra que o principal
fator de risco para o ER e sua recorréncia ¢ o tabagismo.

Thibeault et al (2002) realizam um estudo preliminar com cinco amostras de
polipos de pregas vocais e quatro de edema de Reinke correlacionando os perfis
genotipicos com a rigidez da prega vocal visto pela videoestroboscopia. Os perfis
genotipicos da matriz extracelular destas lesdes sdo analisados através do RNA
mensageiro do procolageno I, da colagenase, elastase, fibronectina, fibromodulina,
decorina, do &cido hialurénico sintestase 2 e da hialuronidase. O estudo suporta a
hipétese de que existe uma relacdo entre a expressdo genotipica encontrada em
polipos e edema de Reinke com o fendtipo definido por uma perda ou diminuicao da
onda mucosa. Estes achados indicam também que polipos ¢ edemas de Reinke
apresentam origens biologicas diferentes e ndo representam um continuum.

Pastuszek et al (2003) analisam por técnicas de microscopia eletronica
amostras de ER. Concluem que no ER os vasos sanguineos estdo dilatados e
aumentados no espago subepitelial marcado por edema, principalmente no sexo

feminino, apontando algum fator hormonal pelo achado. As juncdes intercelulares
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estdo frouxas com os espagos intercelulares aumentados, especialmente nas camadas
basal e espinhosa.

Voli¢ et al (2004) mostram por técnicas de AgNor e imunoistoquimica que o
ER ¢ caracterizado por um excesso de produ¢ao de matriz extracelular causado por
uma maior atividade das células estromais e epiteliais. Sugerem que essas alteracdes
sao resultados de um processo de reparacao contra fatores agressores como o tabaco
e o fonotrauma.

Jovanovic et al (2007) utilizam a endoscopia de contato para estimar as
alteragdes vasculares na lamina propria do ER. Observam vasos sanguineos com
diferentes direcdes e didmetros que apresentam anastomoses e ramificagdes. O fluxo
sanguineo apresenta-se descontinuo ou turbulento. As altera¢des correlacionam-se

aos achados histologicos.

2.3 M¢étodos de coloragdo: Picrossirius-polarizagcdo e Resorcina-fucsina de Weigert

O estudo histoquimico do coldgeno permitiu um melhor entendimento da
biologia da familia das macromoléculas de colageno nas ultimas duas décadas. Dois
métodos o imunoistoquimico e da Picrossirius-polarizacdo  contribuem
significantemente para o estudo do colageno (Montes, 1996).

As moléculas de colageno sdo ricas em aminoacidos basicos, por isso reagem
fortemente com as substancias acidas. Sirius Red ¢ uma molécula acida que interage

com o coldgeno e promove um aumento de sua birrefringéncia normal pela
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disposi¢do paralela ao longo do eixo de cada molécula de coldgeno. O método da
Picrossirius-polarizagdo ¢ especifico para as estruturas de colageno composto por
moléculas agregadas e orientadas, que ¢ uma caracteristica do colageno dos
mamiferos (Montes, 1996).

O uso associado da microscopia de polarizagao proposta por Junqueira et al
(1979) contribui significativamente para o estudo da distribui¢do do colageno em
diversos tecidos normais (Montes et al, 1980; Junqueira et al,1983; Lemos et al,
1997) e patoldgicos (Andrade et al, 1997; Mauad et al, 1996; Negri et al, 2000). O
colageno tipo I aparece como fibras grossas de cor amarela ou vermelha, fortemente
birrefringente, enquanto o colageno tipo III como fibras finas, esverdeadas e
fracamente birrefringentes (Montes, 1996).

Melo et al (2003) utilizam o método da Picrossirius-polarizacdo na prega
vocal humana normal, descrevendo a distribui¢ao do colageno tipo I e III na lamina
propria que formam um arranjo entrelacado de fibras em uma delicada trama
semelhante a uma cesta de vime. Buhler et al (2008) utilizam esta mesma técnica em
laringes humanas fetais.

As fibras do sistema eldstico (fibras elasticas maduras, oxitalanicas e
elauninicas) coram-se por métodos especificos como Verhoeff, resorcina-fucsina de
Weigert, aldeido-fucsina e orceina Unna-Tanzer (Montes, 1996).

Com o método de Verhoeff somente as fibras elasticas maduras, que contém
grande quantidade de elastina s3o visualizadas. Por outro lado, o método da
resorcina-fucsina de Weigert é mais sensivel e cora também as fibras elauninicas,

que possuem menos elastina. A oxidacdo prévia com oxone aquoso a 10%
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(monopersulfato) permite a coloracdo das fibras oxitalanicas, que possuem apenas

microfibrilas (Cotta-Pereira et al, 1976; Montes, 1996).
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 Casuistica

Ap6s a aprovagdo do estudo pela Comissio de Etica para Anélise de Projetos
de Pesquisa — CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sao Paulo (protocolo n° 332/05) iniciou-se a
captacdo das amostras de pregas vocais de pacientes com Edema de Reinke e de

pregas vocais normais de laringes humanas excisadas.

3.1.1 Selecao dos pacientes com Edema de Reinke

Foi realizado um estudo prospectivo e selecionados 20 individuos do
Ambulatério de Otorrinolaringologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo (HC-FMUSP) que apresentavam Edema de
Reinke.

O diagnéstico foi realizado segundo critérios macroscopicos de Dikkers e
Nikkels (1995), sendo utilizado a videoendoscopia laringea com um endoscopio
rigido de 70 marca Karl-Storz acoplado a uma camera (CCD) de marca Toshiba,

modelo IK-M41A e num aparelho de estroboscopia marca KAY, modelo RLS 9100.
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As imagens foram gravadas em Digital Video Disc (DVD) com aparelho de DVD
marca Panasonic, modelo DVD-S1LB-S.

O edema foi graduado de acordo com a sua severidade segundo critérios de
Yonekawa (1988). A graduagdo ¢ determinada na inspiragdo com as aritenoides
abduzidas: no grau I, o contato das pregas vocais esta confinado ao ter¢o anterior da
prega vocal musculomembranosa; no grau II, o contato das pregas vocais estd
confinado aos dois tercos anteriores; no grau III, o contato se estende até o tergo
posterior da prega vocal musculomembranosa.

Os critérios de inclusdao do estudo foram: pacientes com edema de Reinke
grau II ou III; pacientes com queixas vocais importantes com desejo de operar para
melhora da voz e autorizagdo mediante a assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. Nos edemas de Reinke grau II ou III era possivel a retirada de
uma amostra para o estudo sem que se prejudicasse a realizagdo da técnica cirargica
para a sua remog¢do. Foram excluidos os edemas de Reinke com lesdes polipdides
associadas e pacientes com microcirurgia de laringe prévia, pois poderiam
influenciar nos resultados histolégicos.

Os pacientes selecionados foram avaliados quanto a idade, sexo, raga, ao
consumo de cigarro ¢ tempo de disfonia. O consumo de cigarro foi medido pela
unidade mago/ano que ¢ utilizada para definir a quantidade de magos fumados por

determinado tempo.
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3.1.2 Técnica Cirurgica para retirada das amostras de Edema de Reinke

Todas as cirurgias ocorreram no Centro Cirtrgico do HC-FMUSP. Na
microcirurgia de laringe foi utilizado um laringoscopio de suspensdao marca Micro-
France, modelo MCL-77, com clip de iluminacdo marca Karl Storz, modelo
Benjamin-Havas, conectado a fonte de luz Welch Allyn, modelo LCI-200 com o
paciente sob anestesia geral e intubagao orotraqueal. Operou-se com um microscopio
cirtrgico marca DF-Vasconcelos, modelo M900 com lente de 400 mm. A cirurgia foi
realizada pelos médicos residentes do servico, porém a retirada das amostras de ER
foi realizada pelo pesquisador do estudo, em todos os casos no inicio da cirurgia. A
avaliagcdo intra-operatoria determinava de qual prega vocal seria retirada a amostra
do estudo, optando-se pela prega vocal com maior edema. Em 12 casos foi retirada
da prega vocal direita e em oito casos da prega vocal esquerda.

A técnica utilizada para retirada do edema seguiu os principios
fonomicrocirurgicos da técnica de suc¢do (Hirano et al,1976; Zeitels,1995), em que
se eleva um retalho epitelial através de uma incisao na face vestibular da prega vocal
e remove-se o edema, geralmente por aspiragdo ou quando muito viscoso com uma
pinga tipo saca-bocado. Apo6s a remocdo do edema, o retalho epitelial é tracionado
superiormente até cobrir a prega vocal, sendo o excesso ressecado com tesoura.
Como os pacientes selecionados tinham edema grau II ou III, foi retirado através de
uma incisdo inicial longitudinal & prega vocal, entre os tercos anteriores e
posteriores, na sua face vestibular, um fragmento contendo epitélio e parte da

camada superficial da lamina prépria com edema que tinha aproximadamente 5 mm
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de comprimento. A incisdo era aprofundada em direcdo ao ligamento vocal para
retirada de maior quantidade de espago de Reinke, porém deixando sempre um
edema residual proximo ao ligamento vocal. Este fragmento constituiu a amostra do

estudo.

3.1.3 Selecao das amostras controles e isolamento das pregas vocais das laringes

excisadas

Dez pregas vocais foram obtidas de laringes de individuos nao fumantes do
Servigo de Verificagdo de Obitos do HC-FMUSP como controles de pregas vocais
normais pareados com média das idades dos pacientes com edema de Reinke.

As laringes foram retiradas através de uma incisdo arciforme na regido
toracica dos cadaveres desde a lingua até o quinto ou sexto arco traqueal, incluindo
glandula tiredide e os musculos extrinsecos da laringe. As pecas foram dissecadas
removendo-se as partes moles, preservando apenas a laringe. Através de uma incisao
longitudinal posterior, entre as cartilagens aritenoides, a laringe foi aberta. Ressecou-
se uma hemilaringe que inclui cartilagem tiredide, prega vocal e aritendide.
Finalmente, isolou-se a prega vocal entre a comissura anterior € o processo vocal da
cartilagem aritenoide. Foi realizado um corte coronal de cada prega vocal e obtido
um fragmento de cinco milimetros de espessura da por¢do média da parte
intermembranacea compreendendo epitélio, 1amina propria e musculo vocal, que foi

submetido a preparacdes histologicas.
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3.2 Preparagdes histologicas

As amostras de edema de Reinke e as pregas vocais controles foram fixadas
em paraformaldeido por 24 horas, desidratadas em gradientes de concentragdo
crescentes de alcool, diafanizadas, orientadas e impregnadas em parafina. Foram
realizados trés cortes coronais com cinco micrometros de espessura e corados pela
Hematoxilina-Eosina (HE), pela técnica da Picrossirius e pela técnica de Resorcina-

fucsina de Weigert com oxidagdo prévia pelo oxone 10%.

3.3 Analises histologicas

Os cortes corados com HE foram analisados sob microscopio optico para
observar os aspectos histologicos dos tecidos das pregas vocais controles, a fim de
avaliar possiveis alteragdes patoldgicas que excluiriam as amostras.

Os cortes corados pelo método da Picrossirius-polarizacdo permitem a
visualizacdo das fibras coldgenas. Este método baseia-se na coloragdo pelo Sirius
Red, dissolvido em dacido picrico aquoso saturado para visualizagdo de fibras
colagenas sob microscopia de luz com polarizagdo optica (Melo et al, 2003).

Os cortes corados com resorcina-fucsina de Weigert com oxidagdo pelo
oxone 10% coram os trés tipos de fibras do sistema eldstico: as fibras elasticas, as

fibras oxitalanicas e elauninicas (Montes, 1996).
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3.4 Analises das imagens

As analises das imagens foram realizadas no Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo. Utilizamos o software Image-
Pro Plus 4.1 para Windows (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA), instalado
em um microcomputador ligado a uma camera digital (JVC, TK-C1380 Color Video
Camera, Victor Company of Japan Limited, Japao) acoplada a um microscopio
optico (Leica DMR, Leica Microsystems, Wetzlar GmbH, Alemanha) que pode ser
utilizado com sistema de polarizacao.

Os métodos da Picrossirius-polarizacdo e da resorcina-fucsina de Weigert
permitiram a analise do arranjo das fibras colagenas e do sistema de fibras elasticas
na camada superficial da lamina propria com edema de Reinke. Os achados
histolégicos foram categorizados semiquantitativamente e utilizamos as seguintes
categorias: +: item focalmente presente em pequena quantidade e ausente em areas
adjacentes; +: item focalmente presente em moderada quantidade e ausente em areas
adjacentes; ++: item presente em grande quantidade.

Os resultados foram confirmados por dois médicos patologistas com
experiéncias nas técnicas utilizadas que nao tinham conhecimento prévio do grau de

edema das amostras analisadas.
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3.5 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram utilizadas para avaliar uma possivel diferenca
entre o edema de Reinke grau II e III quanto a idade, consumo de cigarro, tempo de
disfonia, sexo, raca e distribui¢do das fibras colagenas e elésticas. Consistiu no teste t
de Student controlado pelo teste de Levene para igualdade de varidncias, para
comparar as médias da idade, do consumo de cigarro e do tempo de disfonia. O teste
de Qui-quadrado ajustado pela estatistica de Fisher para varidveis ndo paramétricas
foi utilizado para comparar o sexo, a raca e a distribuicdo das fibras colagenas e
elasticas. Utilizamos também o teste de correlagdo de Spearman para avaliar a
correlagdao dos resultados histologicos com a idade, consumo de cigarro e tempo de
disfonia. Adotou-se o nivel de significancia de 5% (0,05) para a aplica¢do dos testes
estatisticos, e utilizou-se o software SPSS 13.0 (Statistical Package for Social

Sciences; Chicago, IL) para proceder as analises.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas dos pacientes com edema de Reinke e dos individuos controles

Foram incluidos nove casos de pacientes com edema de Reinke grau Il e 11
casos com edema de Reinke grau I11. Foram 17 individuos do sexo feminino e trés do
sexo masculino, com idade variando de 47 a 62 anos, média e desvio padrédo de 55 £
4,4 anos. Nove pacientes eram da raca branca, oito da raca parda e trés da raca negra.
Quinze pacientes eram tabagistas e cinco ex-tabagistas, sendo a média e desvio
padrdo de 22 £+ 10,7 anos/mago. O tempo de disfonia variou de 6 meses a 60 meses
com média e desvio padrédo de 36 £ 16,6 meses.

Os individuos controles foram cinco do sexo masculino e cinco do sexo
feminino, com idade variando de 50 a 60 anos, média e desvio padrdo de 55 + 4,1

anos. Quatro individuos eram da raga branca, trés da raca parda e trés da raca negra.

4.2 Distribuigdo das fibras colagenas

A andlise das Iaminas pelo método de Picrossirius-polarizagéo evidenciou um
arranjo entrelacado das fibras colagenas como semelhante a uma “cesta de vime” na

camada superficial da [amina propria das pregas vocais normais (Figura 1).
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Ja na camada superficial da lamina propria das pregas vocais com edema de
Reinke observou-se uma desestruturacdo do arranjo entrelacado das fibras na maior
parte das regides desta camada. A desestruturacdo foi caracterizada por um
afastamento das fibras, fragmentacdo, formando areas esparsas e tomadas por um
estroma mixoide de quantidade variavel (Figura 2).

Duas populacdes de fibras colagenas foram observadas: fibras coradas em
amarelo ou vermelho, grossas e fortemente birrefringentes e fibras coradas em verde,
finas e fracamente birrefringentes. Observou-se que no ER ha uma desestruturacao
das duas populacGes de fibras colagenas que compromete o arranjo entrelacado das
fibras (Figura 2).

Todos os casos mostraram uma maior preservacdo do arranjo das fibras
colagenas proximo ao epitélio da prega vocal com edema de Reinke comparado com
as fibras da camada mais profunda do espaco de Reinke (Figura 3).

Os achados histoldgicos foram categorizados semiquantitativamente e
utilizamos as seguintes categorias: +: desestruturacdo focalmente presente em
pequena quantidade e ausente em areas adjacentes, chamada também de
desestruturacdo de grau leve; +: desestruturacdo focalmente presente em moderada
quantidade e ausente em areas adjacentes, desestruturacdo de grau moderado; ++:
desestruturacao presente em grande quantidade ou desestruturagdo de grau intenso.

A Tabela 1 mostra as desestruturacdes das fibras colédgenas categorizadas
semiquantitativamente e separadas de acordo com a severidade do edema (Figuras
4a-b, Figuras 5a-b e Figuras 6a-b). Moderada e intensa desestruturacGes foram
predominantes, presentes em 90% dos casos. Houve diferenga estatisticamente

significante entre o edema de Reinke grau Il e 1l quanto a desestruturacdo das fibras
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colagenas (p=0,007), possivelmente pela intensa desestruturacdo presente em 73%
dos casos de edema de Reinke grau I11 e em 44% dos casos de edema de Reinke grau

Tabela 1 — Avaliacdo semiquantitativa da desestruturacdo das fibras colagenas segundo a
severidade do edema de Reinke

Edema de Reinke grau Il Edema de Reinke grau Ill TOTAL

(n=9) (n=11) (n=20)

Desestruturacdo + 1(11,1%) 1 (9%) 2 (10%)
Desestruturacdo + 4 (44,4%) 2 (18,2%) 6 (30%)
Desestruturacdo ++ 4 (44,4%) 8 (72,8%) 12 (60%)

p= 0,007 para comparacao entre o edema de Reinke grau Il e Ill quanto a desestruturacao das fibras
colagenas utilizando o teste de Qui-quadrado ajustado pela estatistica de Fisher

A arquitetura tecidual das fibras de coldgeno na camada superficial da lamina
propria de pregas vocais normais e com edema de Reinke foi representada em

esquemas tridimensionais (Figuras 7a-b).
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Figura 1 - Corte histoldgico coronal da porcdo média da glote intermembranécea de
uma prega vocal normal, de uma mulher com 55 anos, corado pelo Picrossirius e
observado sob luz polarizada. Observe o arranjo entrelagado das fibras coldgenas. X
200.
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Figura 2 - Corte histoldgico coronal de um espécime de prega vocal com Edema de
Reinke de uma mulher com 55 anos, corado pelo Picrossirius e observado sob luz
polarizada. Observe a desestruturacdo do entrelacado das fibras colagenas, tanto das
fibras coradas em amarelo ou vermelho, grossas e fortemente birrefringentes (setas
continuas) como das fibras coradas em verde, finas e fracamente birrefringentes
(setas em pontilhado). X 400, EP = epitélio.
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Figura 3 - Corte histoldgico coronal de um espécime de prega vocal com Edema de
Reinke de uma mulher com 55 anos, corado pelo Picrossirius e observado sob luz
polarizada. Observe uma maior preservacdo do arranjo das fibras colagenas préximo
ao epitélio (setas continuas) comparado com as fibras da camada mais profunda do
espaco de Reinke (setas em pontilhado). X 200, EP = epitélio.



33

Resultados

Figura 4 - Corte histoldgico coronal de um espécime de prega vocal com Edema de
Reinke de uma mulher com 58 anos, corado pelo Picrossirius e observado sob luz

convencional (a) e polarizada (b). Nota-se a desestruturag

do de grau leve do

entrelacado das fibras colagenas, caracterizada por pequena quantidade de areas de
desestruturacdo (setas em pontilhado) e grande quantidade de areas com preservacao

do arranjo entrelacado das fibras colagenas (setas continuas). X 400, EP

epitélio
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Figura 5 - Corte histoldgico coronal de um espécime de prega vocal com Edema de
Reinke de uma mulher com 57 anos, corado pelo Picrossirius e observado sob luz
convencional (a) e polarizada (b). Nota-se a desestruturacdo de grau moderado do
entrelacado das fibras colagenas, caracterizada por moderada quantidade de areas de
desestruturacdo (setas em pontilhado) e algumas areas com preservacao do arranjo
entrelacado das fibras colagenas (setas continuas). X 400, EP = epitélio
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Figura 6 - Corte histoldgico coronal de um espécime de prega vocal com Edema de
Reinke de uma mulher com 60 anos, corado pelo Picrossirius e observado sob luz
convencional (a) e polarizada (b). Nota-se a desestruturacdo de grau intenso do
entrelacado das fibras colagenas, caracterizada por grande quantidade de areas de
desestruturacdo (setas em pontilhado) e poucas areas com preservacdo do arranjo
entrelacado das fibras colagenas (setas continuas). X 400, EP = epitélio
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Figura 7 - (a) Representacdo gréfica tridimensional da arquitetura tecidual das fibras
colégenas na prega vocal humana normal mostrando o arranjo entrelacado de fibras
coladgenas abaixo do epitélio como semelhante a uma “cesta de vime”. (b)
Desestruturacéo do arranjo entrelagado das fibras, de grau leve (A), moderado (B) e
intenso (C).
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4.3 Distribuicédo do sistema de fibras elasticas

As fibras elésticas pela técnica da resorcina-fucsina de Weigert com oxidagéao
pelo oxone 10% coraram-se de roxo escuro. A andlise das laminas evidenciou na
camada superficial da lamina prépria das pregas vocais normais, fibras finas e
onduladas paralelas & membrana basal do epitélio e uma rede de fibras mais finas,
logo abaixo da membrana basal do epitélio, que se direcionava e conectava-se a
primeira rede de fibras (Figuras 8a-b).

Ja na camada superficial da lamina propria da prega vocal com edema de
Reinke observou-se uma alteracdo na morfologia normal das fibras que deixavam de
ser onduladas e passavam a ter formas variadas na maioria das regides. As fibras se
fragmentavam e perdiam a sua orientacdo paralela a membrana basal do epitélio
adquirindo uma distribuicdo cadtica, com as fibras correndo em varias dire¢fes. A
rede de fibras mais finas abaixo da membrana basal do epitélio também se
fragmentava, desprendia-se das fibras onduladas e adquiria vérias direcGes (Figuras
9a-h).

A desestruturacdo do sistema de fibras elasticas também foi categorizada
semiquantitativamente com os mesmos critérios adotados para a desestruturacdao das
fibras coldgenas (Figura 10 e Figura 11). A Tabela 2 mostra as desestruturacdes do
sistema de fibras elasticas categorizadas semiquantitativamente e separadas de
acordo com a severidade do edema. Intensa desestruturacdo foi predominante,
presente em 80% dos casos. Ndo houve diferenca estatistica quanto a desestruturagédo

do sistema de fibras elasticas entre o edema de Reinke grau Il e 111 (p=0,382).
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Tabela 2 — Avaliacdo semiquantitativa da desestruturacdo das fibras elasticas segundo a
severidade do edema de Reinke

Edema de Reinke grau Il Edema de Reinke grau Il TOTAL
(n=9) (n=11)
Desestruturacéo + 0 0 0
Desestruturagdo + 3 (33,3%) 1 (9%) 4 (20%)
Desestruturacdo ++ 6 (66,7%) 10 (91%) 16 (80%)

p= 0,382 para comparacao entre o edema de Reinke grau Il e 11l quanto a desestruturacao das fibras
elasticas utilizando o teste de Qui-quadrado ajustado pela estatistica de Fisher
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Figura 8 - Corte histolégico coronal da prega vocal normal de uma mulher com 54
anos de idade do terco médio da porcdo membranosa, corado pela resorcina-fucsina
de Weigert com oxidacdo. (a) Observe no espaco de Reinke (ER) fibras elasticas
paralelas ao epitélio. X 200. (b) Nota-se uma delicada trama de fibras finas e
onduladas paralelas & membrana basal do epitélio (setas continuas) e entre esta
primeira trama de fibras e o epitélio, uma rede de fibras mais finas logo abaixo da
membrana basal que se direcionam a primeira trama de fibras descrita (setas em
pontilhado). X 400
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Figura 9 - Corte histoldgico coronal de um espécime de prega vocal com Edema de
Reinke de uma mulher com 58 anos, corado pela resorcina-fucsina de Weigert com

tica das fibras elasticas. X200. (b) Nota-se

que as fibras elasticas deixam de ser onduladas, fragmentam-se e perdem a sua
orientacdo paralela a membrana basal do epitélio, correndo em vérias diregdes (setas

a0 Cao

~

oxidacdo. (a) Observe a distribuic

continuas). A rede de fibras abaixo da membrana basal do epitélio também se
fragmenta, desprendem-se das fibras onduladas e adquirem varias dire¢fes (setas em

pontilhado). X400
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Figura 10 - Corte histoldgico coronal de um espécime de prega vocal com Edema de
Reinke de uma mulher com 57 anos, corado pela resorcina-fucsina de Weigert com
oxidacdo. Observe a desestruturacdo de grau moderado das fibras elasticas,
caracterizada por moderada quantidade de areas de desestruturacdo (setas em

pontilhado) e algumas &reas de preservacdo do arranjo das fibras elasticas (setas
continuas). X 400

s
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Figura 11 - Corte histoldgico coronal de um espécime de prega vocal com Edema de
Reinke de uma mulher com 54 anos, corado pela resorcina-fucsina de Weigert com
oxidacdo. Observe a desestruturacdo de grau intenso das fibras elasticas,
caracterizada por grande quantidade de &reas de desestruturagdo (setas em
pontilhado). X 400
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4.4 CorrelacOes da idade, do consumo de cigarro e do tempo de disfonia com o grau

de desestruturacao das fibras colagenas e elasticas

Houve uma correlacdo estatisticamente significante entre a idade e o grau de
desestruturacdo das fibras coldgenas. Quanto maior a idade, maior o grau de
desestruturacdo das fibras (r=0,47, p=0,037) (Tabela 3). Com relacdo a
desestruturacdo das fibras elasticas ndo houve correlacdo significativa com nenhuma

variavel (Tabela 4).

Tabela 3- Correlagdo da idade, do consumo de cigarro e do tempo de disfonia em funcdo do
grau de desestruturacao das fibras colagenas

Coeficiente de correlacdo de Spearman p
Idade +0,469 0,037
Consumo de cigarro +0,120 0,616
Tempo de disfonia +0,242 0,304

Tabela 4 - Correlacdo da idade, do consumo de cigarro e do tempo de disfonia em funcéo do
grau de desestruturacdo das fibras elésticas

Coeficiente de correlacdo Spearman p
Idade -0,076 0,749
Consumo de cigarro +0,329 0,157

Tempo de disfonia +0,197 0,406
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4.5 Diferencas entre o edema de Reinke grau Il e 11l

Avaliando as variaveis: idade (p=0,036), consumo de cigarro (p=0,399),
tempo de disfonia (p=0,452), sexo (p=0,578) e raca (p=0,596), houve uma diferenca
estatisticamente significante apenas com relacdo a idade entre o edema de Reinke

grau Il e 11l (Tabela 4).

Tabela 5 - Teste t de Student controlado pelo teste de Levene para comparacgdo da idade,
consumo de cigarro e tempo de disfonia entre 0 edema de Reinke grau Il e 11l

Grau do edema Média Desvio padréo Significancia (p)
|dade Il 52,7 4.8
0.036
(anos) If 57 33
Consumo de cigarro Il 20,2 6,4 0,399
(maco/ano) If 24,2 133 '
Tempo de disfonia Il 32,7 19,9

0.452
(meses) I 38,7 138
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5 DISCUSSAO

5.1 Edema de Reinke, distribui¢do das fibras colagenas e do sistema de fibras

elasticas

Neste trabalho utilizamos duas técnicas histoldgicas de coloragdo para
visualizagao de fibras colagenas e eldsticas, inéditas em pregas vocais com edema de
Reinke. Os resultados deste trabalho indicam que a matriz extracelular com edema de
Reinke ¢ caracterizada por uma desestruturacao das fibras colagenas e do sistema de
fibras elasticas que provavelmente contribui com a disfungdo vocal observada nesta
doenca.

No edema de Reinke a prega vocal apresenta uma deformidade gelatinosa de
grau variavel. Esta deformidade da prega vocal ¢ resultado de alteragdes histologicas
que ocorrem no espago de Reinke. Existem muitos componentes da matriz
extracelular que podem estar envolvidos, mas pouco foi elucidado pela literatura.
Remenar et al (1984) mostra que no ER existe um tecido conectivo frouxo formado
de fibras colagenas e elasticas jovens que se encontra afastado pelo edema, porém
com fibras aparentemente com a morfologia normal. Vélic et al (1996 e 2004)
mostram que no ER existe um excesso de producdo de matriz extracelular com uma
total desorganizagdo das fibras do tecido conectivo, sendo que as fibras colagenas

apresentam arranjo e morfologia alterada.
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O espago de Reinke foi caracterizado por apresentar proteinas fibrosas
esparsas, com as fibras colagenas formando um arranjo paralelo a borda livre da
prega vocal e estarem concentradas na camada profunda da lamina propria (Hirano,
1974, Gray et al, 1993). Recentes estudos mostram outro tipo de distribuicao do
colageno que esta presente também na camada superficial da lamina propria, logo
abaixo do epitélio. (Ishii et al, 1996; Sato, 1998; Hammond et al, 2000; Sato et al,
2002, Melo et al, 2003; Tateya et al, 2006).

O colageno ¢ a proteina estrutural mais importante nos mamiferos, serve
primariamente como um elemento de suporte na estrutura dos 6rgaos. Além disso,
ele permite alteracdes morfoldgicas reversiveis dos orgaos, conferindo também
plasticidade. Diferentes tipos de colagenos ja foram descritos com propriedades
distintas nos tecidos. Na prega vocal humana, os coldgenos tipo I e III sdo
encontrados na lamina prépria (Gray et al, 1993; Melo et al, 2003; Hahn et al, 2006b;
Tateya et al, 20006).

Temos na técnica da Picrossirus-polarizagao a possibilidade de analisar o
arranjo das fibras colagenas. A disposi¢cdo das fibras colagenas na prega vocal deve
conferir resisténcia a contragdo da musculatura, mas também permitir o seu
alongamento durante a modulacdo da voz, com especial atencdo na camada
superficial da lamina propria, que é a principal area vibratéria. Nesta camada, o
arranjo entrelagado das fibras coldgenas descrito por Melo et al (2003) permite o
deslizamento entre elas de forma que a estrutura seja deformada com um todo, até o
ponto maximo de estiramento, exigindo pouco alongamento das fibras, ja que elas
sdo poucos extensiveis. Tem-se assim, um arcabouco flexivel, que estabiliza a lamina

propria, mantendo a uniformidade de sua estrutura durante a vibragao.
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Ishii et al (1996) observa que as fibras colagenas desta regido funcionam para
manter a uniformidade da estrutura (epitélio e lamina propria) durante a vibragao.
Sato (1998) mostra o arranjo tridimensional das fibras reticulares, sugerindo que essa
delicada rede de fibras ¢ importante para manter o epitélio e os vasos sanguineos da
membrana basal do epitélio presos a lamina propria, mantendo assim a cobertura da
prega vocal durante a fonagao, que € a estrutura com maior estresse vibratorio.

A desestruturacao das fibras coldgenas observada no edema de Reinke faz
com que haja uma perda do componente estabilizador, o arcabougo flexivel. A
estrutura tridimensional que permite o deslizamento entre as fibras ¢ rompida, pois o
ponto méaximo de estiramento das fibras ¢ excedido, tornado a camada superficial da
lamina propria mais sujeita a deformidades. A cobertura da prega vocal com ER fica
mais “solta” do seu corpo, passando a ter uma vibragao irregular ja que a energia
transmitida do musculo para o epitélio e do epitélio para as camadas mais profundas
da prega vocal esté perdida.

Assim como as fibras colagenas, as fibras elésticas participam também na
fisiologia vocal. As fibras elésticas apresentam dois tipos de componentes: amorfo e
fibrilar, respectivamente hidrofobico e hidrofilico. Os trés tipos de fibras presentes
no sistema elastico dependem da relagao entre o componente amorfo, que ¢ a elastina
e os fibrotibulos (microfibrilas tubulares). As fibras oxitalanicas sdo compostas por
microfibrilas de 10 a 12 nm de didmetros ¢ ndo possuem componente amorfo. As
fibras elasticas maduras sd3o formadas por fibrotubulos envolvendo uma parte central
amorfa. As fibras elauninicas s3o um intermedidrio entre as fibras oxitalanicas e
elasticas, ou seja, apresentam microfibrilas associadas com pequeno componente

amorfo (Hammond et al, 1997).
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As propriedades elasticas estdo relacionadas com o componente amorfo,
portanto as fibras eldsticas completas sdo as mais elasticas, descritas como sendo
capazes de serem tracionadas em duas vezes o seu tamanho e retornarem ao tamanho
original, sem modificar a elasticidade (Porto et al, 1990). As fibras oxitalanicas e
elauninicas sdo menos elasticas, pela menor quantidade de componente amorfo,
estando presentes em areas de alto estresse mecanico como a superficie de tenddes e
cartilagens (Ferreira et al, 1987).

Na lamina prépria da prega vocal humana ¢ descrito a presenga de fibras
elasticas maduras, oxitalanicas e elauninicas (Bonnaure-Mallet e Lescoat, 1989; Ishii
et al, 1996; Hammond et al, 1997; Hahn el al, 2006b), sendo que a maioria das fibras
entdo concentradas da camada intermediaria sob a forma de fibras elasticas maduras.
As fibras oxitalanicas estdo presentes em todas as camadas da prega vocal, com
distribuicao especial nos feixes de fibras musculares e imediatamente abaixo da
membrana basal do epitélio. Na camada superficial da lamina propria a elastina
encontra-se nas formas oxitatélicas e elauninicas.

As fibras elasticas da camada superficial da lamina propria possivelmente
participam na vibragdo da prega vocal, contribuindo com a rigidez e a
viscoelasticidade da mucosa da prega vocal (Sato e Hirano,1997). Ishii et al (1996)
acreditam que as fibras oxitalanicas distribuidas em toda ladmina prépria, promovem
uma forte ligagdo entre epitélio e as fibras musculares. Hahn et al (2006a) discutem
que a presenca de fibras oxitalanicas em grande quantidade na regido superior do
espaco de Reinke estd relacionada com o alto estresse vibratdrio nesta camada

durante a fonacdo. Nesta regido o sistema eldstico apresenta alto turnover, em que a



Discussao 49

tropoelastina, um indicador da sintese de elastina, apresenta maior quantidade
relativa em relacdo as camadas mais profundas da prega vocal.

E importante ressaltar que dos trés tipos de elastina apenas as fibras elasticas
coram-se bem pela maioria das técnicas histologicas empregadas. Em nosso estudo,
foi empregada a técnica de resorcina-fucsina de Weigert com oxidagdo prévia pelo
oxone. Esta técnica permite a coloragdao de todas as fibras elasticas, porém a precisa
identificacdo do tipo de fibra somente ¢ possivel somente com microscopia
eletronica.

Por isso, ndo identificamos os tipos de fibras eldsticas, mas baseado nas
descrigdes da literatura que indicam que a camada superficial da lamina prépria
contém elastina principalmente nas formas oxitalanicas e elauninicas, podemos supor
que: as fibras oxitalanicas que ficam mais préximas da membrana basal do epitélio
podem corresponder a rede de fibras mais finas observada no grupo controle e as
fibras elauninicas formam provavelmente a delicada trama de fibras finas e
onduladas paralelas a membrana basal do epitélio vista nas pregas vocais normais.

No edema de Reinke, as mudancas histologicas que ocorrem na prega vocal
atingem também o sistema de fibras elasticas da camada superficial da lamina
propria. Existe uma desestruturacdo das fibras que provavelmente compromete as
fibras com menor poder de elasticidade, mas que oferecem estabilidade a prega
vocal. Mauad et al (1999) descrevem alteragdes semelhantes do sistema de fibras
elasticas na submucosa de vias aéreas de individuos com asma e especulam que este
desarranjo contribui para a hiperconstric¢io da via aérea.

No ER, o desarranjo acarreta uma perda da funcionalidade das fibras,

deixando a prega vocal com menor poder de resisténcia e resiliéncia, o que leva a
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uma maior propensao a deformidade. A defini¢do de resiliéncia provém da Fisica e
corresponde a capacidade de um elemento de retornar ao seu estado inicial, sem se
deformar ap6s sofrer influéncias externas. A perda desta capacidade no edema de
Reinke apresentou maior impacto nas fibras elésticas, j& que o arranjo das fibras
elasticas encontrava-se com intensa desestruturagdo na maioria dos casos (80%), sem
regidoes de preservacdo. Em contrapartida, houve uma preservacdo do arranjo das
fibras colagenas proximo ao epitélio em todas as amostras do estudo.

Esta diferenga no impacto no desarranjo das fibras pode ter refletido na
diferenca estatistica encontrada entre o grau de severidade do edema quanto a
desestruturacao das fibras que foi significante com relacao as fibras coldgenas. No
edema de Reinke grau III a prega vocal apresenta maior deformidade e observamos
um maior numero de casos com fibras coldgenas com intensa desestruturacao (73%),
enquanto que no edema de Reinke grau II observou-se em 44% dos casos. Portanto,
quanto maior a deformidade provavelmente mais fibras coldgenas estardo
desestruturadas. Com relacdo a desestruturacao das fibras elasticas nao houve
diferenca entre o grau de edema, talvez porque a maioria dos casos apresentava

intensa desestruturacao das fibras (80% dos casos).

5.2 Edema de Reinke, fisiopatologia, diagndstico e tratamento

O mecanismo fisiopatoloégico do edema de Reinke ainda é desconhecido

(Dikkers e Nikkels, 1999). Todos os pacientes deste estudo eram tabagistas ou ex-
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tabagistas. Na literatura os trabalhos mostram que a maioria dos pacientes com
edema de Reinke ¢ tabagista. Moesgaard-Nielsen et al (1986) revelam uma
incidéncia de 98% de pacientes tabagistas, Marcotullio et al (2002) de 85%,
Pastuszek et al (2003) de 88% e Jovanovic et al (2007) de 94%. Estes autores e
outros (Putney e Clerf, 1940; Wallner, 1954; Toriya et al, 1979) citam o tabagismo
como o principal causador do ER.

A alteragao da permeabilidade dos vasos sanguineos do espago de Reinke ¢
relacionada por alguns autores como o principal causador do edema de Reinke
(Kleinsasser, 1980; Dikkers e Nikkels, 1995; Sato et al, 1999). Sato et al (1999)
estudam os vasos sanguineos da lamina propria com edema de Reinke observando
que apesar de existir um espessamento da membrana basal dos vasos, a parede do
endotélio encontra-se fina com muitas fenestras, demonstrando um aumento da
permeabilidade dos vasos. Estas alteragdes que levam ao edema sdo atribuidas ao
tabagismo e ao envelhecimento que podem levar a trombose vascular, diminui¢ao do
fluxo sanguineo, causando hipdxia e isquemia.

O envelhecimento causando a hipdxia vascular pode justificar o edema de
Reinke ocorrer menos freqiientemente em jovens. A idade média dos nossos
pacientes com edema de Reinke foi de 55 anos, o que esteve de acordo com a
maioria dos estudos (Moesgaard-Nielsen et al, 1986; Lindeberg et al, 1987;
Marcotullio et al, 2002; Pastuszek et al, 2003; Jovanovic et al, 2007).

Sabemos que com o envelhecimento ocorrem alteragcdes na voz, homens
tendem a aumentar a sua freqliéncia fundamental e as mulheres tendem a diminuir.
Segundo Hirano et al (1989) no sexo masculino, a por¢do membranosa da prega

vocal tende a diminuir, as fibras elasticas da camada intermediaria ficam atroficas e
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as fibras colagenas da camada profunda tornam-se fibréticas. Essas alteracdes levam
a um aumento da resisténcia tecidual a vibragdo, causando aumento na freqiiéncia
fundamental. No sexo feminino, a diminui¢do da por¢do membranosa ¢ menos
marcante, assim como a atrofia das fibras elasticas e as alteracdes fibroticas das
fibras colagenas. A cobertura da prega vocal aumenta de espessura, sendo que o
processo final resulta em uma diminuicao na freqiiéncia fundamental.

Sato et al (2002) e Hammond et al (2000) observam que na camada
superficial da lamina propria da populagdo geriatrica, as fibras coldgenas aumentam
formando feixes, com aumento da densidade do colageno e as fibras reticulares
diminuem, especialmente em homens. Os espacos entre as fibras coldgenas
diminuem, portanto o espago intersticial para os outros componentes da matriz
também diminuem. Essas alteragdes modificam a estrutura tridimensional das fibras
colagenas, prejudicando a organizacdo também das proteoglicanas e das fibras
elasticas.

Melo et al (2003) utilizando o método da Picrossirus-polarizacdo observam
que em individuos idosos ocorre um desarranjo do entrelacado das fibras colagenas e
um aumento na birrefringéncia do colageno nas pregas vocais masculinas. O
aumento da birrefringéncia pelo método da Picrossirius-polarizagao reflete nao
apenas num aumento quantitativo do colageno, mas no grau de agregagdo das suas
moléculas, que passam a apresentar um maior numero de ligagdes cruzadas nao
reversiveis, tornando-o mais resistente a degrada¢do. No envelhecimento, isto
possivelmente contribui para as alteragdes vocais no idoso do sexo masculino, com

uma prega vocal mais rigida e menos elastica.
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As fibras colagenas estao desestruturadas em pacientes idosos € no edema de
Reinke. No edema de Reinke as alteragdes parecem estar relacionadas com o
envelhecimento, ja que houve em nosso estudo uma correlagao positiva entre a idade
e o grau de desestruturagdo das fibras colagenas. Esta desestruturagao deve estar
relacionada com o processo fisiopatologico que ocorre no edema de Reinke, mas
também pode ser contribuida pelo processo normal da senescéncia. Ressaltando
apenas, que a maioria dos casos era do sexo feminino, em que as alteragdes
histoldgicas causadas pela senescéncia sao menos evidentes.

Com relagdo as fibras elasticas, apesar de desestruturadas no edema de
Reinke, houve uma correlagdo negativa com a idade. Este resultado deve ser
analisado com critérios, também pelo fato da maioria dos casos ter apresentado
desestruturacao de grau intenso.

Em nosso estudo, pacientes com edema de Reinke grau III tinham maior
média de idade estatisticamente significante que os pacientes com edema de Reinke
grau II. Nao houve uma diferenca significativa com relagao ao tabagismo e ao tempo
de disfonia. Quanto maior o edema pressupde-se que mais intenso devem ser os
fatores de risco dos pacientes. Primeiro que se trata de um estudo com 20 pacientes,
talvez com um maior niumero de casos se veria mais diferencgas entre os grupos de
edema de Reinke. Segundo, o tempo de disfonia ¢ um dado que pode se tornar
subjetivo, pois a disfonia pode ser relatada apenas quando ocorre alguma alteracao
marcante da voz, por exemplo, numa cordite. Além disso, existem outros fatores ndo
estudados em nosso trabalho como refluxo gastroesofagico, abuso vocal, hiperfungio
vocal, hipotireoidismo e alergia que podem contribuir para o desenvolvimento e

severidade desta doenga.
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Kosokovi¢ (1974) relata que o fator decisivo para o desenvolvimento do ER ¢
o fator mecanico como o abuso vocal, o que explicaria o fato do edema de Reinke ser
localizado mais freqiientemente nos ter¢os médio e anterior das pregas vocais, que
sdo regides de maior contato mecanico durante a fonagao.

Zeitels et al (1997) concordam que muitos pacientes com ER apresentam
abuso vocal, tabagismo e ocasionalmente sofrem de hipotireoidismo. Porém,
observam que os pacientes com ER apresentam um tipo de hiperfungdao vocal
demonstrando um aumento da pressao subglotica que leva a uma distensao da
camada superficial da lamina propria, achado este de acordo com Kambi¢ et al
(1989). Existindo um ciclo vicioso, os pacientes com ER apresentam uma irritacao
cronica da laringe com uma mucosite inflamatoria por tabagismo, refluxo
gastroesofagico e abuso vocal causando uma dificuldade fonatoria requerendo maior
pressao aerodindmica da regido subgldtica. O aumento das forcas para a geragao da
fonagdo contribui para o trauma mecanico das pregas vocais, favorecendo o
surgimento de lesdes.

Outros agentes como o refluxo gastroesofagico e a alergia sdo considerados
cofatores no surgimento de lesdes laringeas, embora pouco se tenha publicado na
literatura. O refluxo gastroesofdgico ¢ identificado como um cofator no
desenvolvimento de doengas benignas na laringe por estar associado com uma
inflamacdo cronica na mucosa das pregas vocais (Koufman, 1995; Zeitels et al,
1997).

Filiaci et al (1997) e HoCevar-Boltezar et al (1997) relatam a presenca de uma
hipersensibilidade ndo especifica nas vias aéreas superiores e inferiores em pacientes

com ER. Mostram que a alergia especifica e ndo especifica sdo fatores importantes
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na etiopatogénese de doencas laringeas. Observam que a hipersensibilidade a
diferentes inalantes e alimentos pode deixar a mucosa laringea mais susceptiva a
acdo de outros agentes como tabaco, trauma vocal e refluxo.

O hipotireoidismo ¢ relatado por Hilger (1956) como um fator no
desenvolvimento no ER. Em termos de fisiopatologia, o hipotireoidismo pode levar a
um edema generalizado de tecido moles do corpo denominado mixedema. A disfonia
no mixedema poderia teoricamente ser decorrente do acometimento do sistema
nervoso central, dos nervos laringeos, dos musculos intrinsecos da laringe e das
pregas vocais. O fluido que se acumula nos tecidos contém alta quantidade de
proteinas e mucopolissacarideos, corando-se pelo Alcian-blue.

Bicknell (1973) observa que amostras de pregas vocais de pacientes com
hipotireodismo leve tém alteracdes histologicas pela coloragdo de Alcian blue em
comparagdo com amostras de pacientes normais, mostrando um acometimento vocal
pelo hipotireoidismo. Outros autores mostram que a relacdo entre hipotireoidismo e
ER ainda ¢ incerta pela falta de trabalhos controlados (Lindeberg et al, 1987; White
etal, 1991).

Vimos que no edema de Reinke existem muitos fatores de risco associados,
mas o estudo de pregas vocais de pacientes com edema de Reinke e ndo tabagistas
pode ser interessante, ja que todos os pacientes do nosso estudo eram tabagistas.
Porém, ndo foi encontrada na literatura a influéncia do tabagismo no arranjo das
fibras colagenas e elastica da lamina prépria da prega vocal. Portanto, o estudo de
laringes normais de individuos tabagista ¢ o ponto de partida.

A presenca de uma alta incidéncia de ER em pacientes do sexo feminino

(85%) em nosso estudo esteve de acordo com outros trabalhos. Zeitels et al (1997)
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apresentam uma incidéncia de 95%, resultado praticamente semelhante com Fritzell
e Hertegard (1986) que encontram 94%. Alguns fatores podem explicar esse
resultado: a diminui¢ao na freqliéncia fundamental na voz de pacientes com ER
torna-se estigmatizante para as mulheres e menos para os homens, o que faz com que
as mulheres procurem mais os servigos médicos pela queixa vocal; alteracdes
endocrinoldgicas podem tornar mais freqiiente em mulheres, porém esta relacdo
ainda € controversa.

Alteragdes endocrinologicas ainda ndo bem conhecidas relacionadas com os
hormonios sexuais podem existir no ER como sugerido por Pastuszek et al (2003),
que o tornaria mais freqiiente em mulheres. Ishii (1966) relata que o ER ¢ uma
manifestagdo de alteragdes na menopausa. Alteracdes na voz durante a menopausa
foram descritas por alguns autores (Boulet e Oddens, 1996; Lindholm et al, 1997).
Newman et al (2000) identificam a presenga de receptores de andrégeno, estrégeno e
progesterona na prega vocal humana, com diferentes distribui¢cdes segundo a idade e
0 sexo. Sugerem que existe uma influéncia hormonal na voz humana, o que poderia
explicar alteragcdes na voz durante a menopausa, com possiveis modificagdes nas
fibras colagenas e elasticas.

O diagnéstico histologico do edema de Reinke ainda nao € preciso. O exame
histologico que deveria ser o exame padrdo ouro, ndo possui critérios bem definidos
para o diagnostico das lesdes que possam se correlacionar com os critérios clinicos
que s3o bem estabelecidos.

A grande dificuldade em se obter um diagndstico histologico que sirva de
diagnéstico clinico das lesdes benignas da laringe ¢ a variedade de apresentacdes

histologicas que uma mesma lesdo pode ter. Remacle et al (1996) realizam um
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estudo com amostras de nddulos, polipos e edema de Reinke que sdo examinadas por
patologistas que desconhecem o diagnostico das lesdes. Sao analisadas pela
coloragdo de hematoxilina-eosina as seguintes caracteristicas: o tipo de epitélio,
alteragdes de queratinizacao, displasia, espessamento da membrana basal, edema,
fibrose, deposicdo de hemosiderina, dilatagdo vascular, sufusdo hemorragica e
infiltrado inflamatoério. Os achados revelam primeiramente que as alteracdes
epiteliais ndo sdo especificas para as lesdes estudadas e que apesar de existirem
alteragdes tipicas na lamina propria para cada lesdo estudada, existem formas
intermedidrias que sdo dificeis de serem classificadas, sendo que 56% dos edemas de
Reinke tém caracteristicas histologicas semelhantes aos nddulos vocais e 7% aos
polipos vocais. Segundo os autores, nos trés tipos de lesdes, o fendmeno exsudativo
no espago de Reinke estd presente e o surgimento de cada tipo lesdo depende de
fatores etiologicos submetidos pelo paciente.

Outros autores com diferentes técnicas histoldégicas buscaram uma
diferenciagdo histologica. Dikkers e Nikkels (1995) utilizam a microscopia eletronica
e caracterizam o edema de Reinke por apresentar espessamento da membrana basal,
lagos de edema e espessamento da parede dos vasos sanguineos da lamina propria.
Os autores ressaltam que o denominador comum das lesdes benignas (polipos,
nédulos ¢ ER) ¢ o edema. Observam também que no ER existe menos lesdo
endotelial do que em pdlipos, talvez pelo menor trauma vocal durante a fonagao.
Apesar destes achados, concluem que ndo héa caracteristicas histologicas
patognomonicas para cada tipo de lesdo vocal.

Dikkers e Nikkels (1999) ao estudarem as fibras coldgenas e elasticas em

amostras de polipos, nodulos com metodologias diferentes do nosso estudo,
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verificam que nao ha alteracdes histoldgicas especificas com analise dessas fibras
que permitam diferenciar as trés lesdes benignas estudadas.

A diferenciacao histoldgica entre as doencas benignas da laringe permanece
controversa. O edema da lamina propria, as alteragdes vasculares e de membrana
basal do epitélio podem estar presentes tanto em polipos, nodulos ou edema de
Reinke. Alguns autores (Marcotullio et al, 2002; Remacle et al, 1996) reforcam a
teoria de que as doengas possam ser formas evolutivas uma das outras, dependendo
do tipo e grau de exposicao a fatores de risco e do tempo da lesdo, porém, Thibeault
et al (2002) correlacionam o geno6tipo com o fenotipo de polipos e edema de Reinke
e os achados indicam que as lesdes apresentam origens bioldgicas diferentes e nao
representam um continuum.

A metodologia utilizada neste estudo para avalia¢ao das fibras coldgenas e do
sistema de fibras elasticas permitiu um estudo descritivo, mas utilizando a avaliagdo
semiquantitativa, tentamos deixar os parametros histologicos mais objetivos.
Portanto, as alteracdes histologicas que ocorrem em outras doengas da laringe podem
ser melhores caracterizadas com a metodologia utilizada neste estudo e talvez se
compararmos estes resultados, pode-se encontrar melhores parametros histologicos
que definam cada tipo de lesao.

Com relagdo ao tratamento do ER, a técnica de decorticagdo das pregas
vocais com retirada do epitélio e camada superficial da lamina propria com edema
foi inicialmente introduzida por Lore (1934). Na época, a técnica foi descrita para um
procedimento unimanual através de um laringoscopio monocular, sem magnificagao.

O nosso trabalho utilizou a técnica de succdo acreditando ser o melhor

tratamento atual preconizado para o edema de Reinke. Os resultados deste trabalho
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podem contribuir com o aprimoramento desta técnica. Apesar de existir uma
desestruturacdo das fibras coldgenas, observamos que ela ¢ menor nas fibras
colagenas mais proximas do epitélio que apresentam provavelmente uma fungao
mais importante no ancoramento do epitélio a lamina propria.

Propomos com este estudo que a manutengdo do colageno proéximo do
epitélio, ja que ele esta parcialmente preservado, poderia favorecer um retorno mais
eficiente da capacidade vibratéria da prega vocal. Para isto devemos também tentar
preservar um pouco do edema que estd proximo do flap mucoso da prega vocal
durante o procedimento cirurgico. Este fato pode ser particularmente importante com
a introducao de novas técnicas cirtrgicas de microflap para a remoc¢ao do edema
como o uso do microdebridador (Sant’ Anna, 2000) que tem o objetivo de remover o

excesso de edema preservando o epitélio da prega vocal com bastante precisao.

5.3 Edema de Reinke e outros componentes da matriz extracelular

Existe também uma provavel interagdo entre os componentes da matriz
extracelular com a formacdo uma delicada estrutura tridimensional de fibras
colagenas e espacos recobertos por glicoproteinas, proteoglicanas e fibras elasticas
(Sato, 1998; Tateya et al, 2006).

As proteinas intersticiais que incluem as proteoglicanas e as glicoproteinas
apresentam fun¢des mecanicas que determinam as propriedades oscilatérias da prega

vocal. Afetam a viscosidade, a quantidade de fluidos, a espessura das camadas da
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lamina propria, a densidade e o tamanho das fibras colagenas (Gray et al, 1999).
Tanto a quantidade absoluta como a distribuicao espacial das PGs e das GPs sdo
importantes para a manutengao da fisiologia normal do tecido (Poole, 1986).

As PGs consistem num core de proteinas que usam proteinas de ligacdo para
se ligarem a outras proteinas, a lipidios e a carboidratos. Isso permite que as PGs
carreguem uma variedade de moléculas estruturais com varias atividades biologicas,
incluindo agua e agucares como a heparina. As proteoglicanas sdo altamente
multifuncionais, t€ém fun¢do estimuladora ou supressiva no crescimento, modulam o
processo de reparo, os fatores de crescimento, os fibroblastos e possuem
propriedades adesivas. Regulam as propriedades biologicas de outras proteinas da
matriz extracelular (Gray et al, 1999).

Dikkers e Nikkels (1999) realizam um estudo em amostras de nddulos vocais,
polipos e edema de Reinke e observam que a quantidade e distribui¢do de AH sao
semelhantes nas trés lesdes, porém com uma maior quantidade de AH
especificamente ao redor de vasos em algumas amostras de polipos vocais. Os
autores ndo encontram explicagdes para estes achados, mas citam a presenca de AH
como resposta ao trauma vocal.

O versican liga-se com o AH e freqiientemente interage com as fibras
elasticas. O complexo versican-acido hialuronico tem papel na inibigdo das
interagdes célula e matriz, afeta o tugor, dissipa o impacto € o estresse compressivo
na lamina propria da prega vocal. Além disso, o versican ¢ implicado na formacao do
edema pulmonar e talvez contribua similarmente no edema de Reinke (Hahn et al,

2005).
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As moléculas de glicoproteinas contém uma parte protéica que se associa aos
glicidios. Porém, ao contrario das PGs, ha uma predominancia da parte protéica e
ndo apresentam os polissacarideos lineares constituidos por unidades dissacaridicas
contendo hexosaminas. As GPs participam da aderéncia entre as células e as fibras
da matriz extracelular. A fibronectina ¢ uma GP com sitios de aderéncia para células,
colageno e glicosaminoglicanas. A laminina ¢ outra GP estrutural responsavel
parcialmente pela aderéncia das células epiteliais as laminas basais (Junqueira e
Carneiro, 2000).

A fibronectina ¢ a glicoproteina mais abundante da prega vocal. Apresenta
fungdes diversas, participando de varios fenomenos bioldgicos como inflamagao,
trombose, embriogénese e outros. Tem funcdo adesiva na matriz extracelular,
mediando interacdo célula-célula e célula-matriz. Na prega vocal, a fibronectina esta
presente em pregas vocais normais, em lesdes como polipos, nodulos e edema de
Reinke e em processos de cicatrizagdo. Acredita-se que a fibronectina tenha papel
determinante na viscoelasticidade, portanto nas caracteristicas vibratorias da prega
vocal. (Hirschi et al, 2002).

Gray et al (1995) identificam dois tipos de respostas patologicas em amostras
de nddulos vocais, polipos e edema de Reinke. Uma resposta com intensa deposi¢cao
de fibronectina na camada superficial da lamina prépria e outra com pouca deposi¢ao
de fibronectina. A fibronectina ¢ um precursor da deposicao de colageno. A primeira
resposta estd associada com nddulos vocais e alguns pélipos e a segunda com edema
de Reinke. Clinicamente, segundo os autores a presenca de pouco fibronectina no ER
torna a prega vocal mais propensa a deformidades. Estes resultados estdo de acordo

com estudos de Courey et al (1996).
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Thibeault et al (2002) observam que polipos de pregas vocais ¢ ER
apresentam atividades de fibromodulina e fibronectina diferentes. Enquanto que em
polipos ha um aumento na produgdo de fibronectina e diminui¢ao de fibromodulina,
no ER ocorre o contrario. A diferenca da regulagao destas duas proteinas levaria a
um estado de maior rigidez da onda mucosa nos pdlipos € menor rigidez no edema de
Reinke.

Portanto, o rompimento da homeostase da matriz extracelular leva ao
surgimento de doencas, que no edema de Reinke afetou a organizagdo das fibras
colagenas e elasticas mostradas neste estudo. Porém, ha uma necessaria participagao
das proteinas intersticiais ¢ dos componentes celulares do espaco de Reinke que
apesar de nao terem sido estudos neste trabalho, apresentam participagdo na
regulacdo da matriz extracelular e devem estar também com as suas fungdes
alteradas.

Novos estudos destes outros componentes da matriz extracelular sao
fundamentais para uma melhor caracterizagao da matriz extracelular das doengas que
afetam a lamina prépria, para um melhor conhecimento das suas fisiopatologias e

enfim para a descoberta de novas opgdes terapéuticas.
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6 CONCLUSOES

1. Evidenciou-se uma desestruturacdo do arranjo entrelagado das fibras

colagenas na camada superficial da lamina propria com edema de Reinke.

2. O arranjo do sistema de fibras elasticas formado por fibras finas e
onduladas paralelas a membrana basal do epitélio e uma rede de fibras
mais finas, logo abaixo da membrana basal do epitélio observado em
pregas vocais normais estava desestruturado na camada superficial da

lamina propria com edema de Reinke.

3. Houve uma correlacao estatisticamente significante entre a idade e o grau

de desestruturacéo das fibras colagenas.

4. Pacientes com edema de Reinke grau Ill apresentaram maior média de
idade e maior grau de desestruturacdo de fibras colagenas do que paciente

com edema de Reinke grau Il estatisticamente significante.
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7 ANEXO

Dados relativos a idade, sexo, raca, consumo de cigarro, grau do edema de
Reinke, grau de desestruturacgdo das fibras colagenas e grau de desestruturacao
das fibras elasticas dos pacientes com edema de Reinke incluidos no estudo

Tempo Grau de
Idade Con_sumo de Grau desestruturagéo Grau de x
(anos) Sexo Raca de cigarro disfonia o] da fibra desgstruturagao
(macos/ano) (meses) edema coldgena da fibra elastica
1 a7 F Branca 12 6 2 leve moderado
2 57 F  Negra 20 48 2 moderado moderado
3 50 M  Negra 25 54 2 moderado intenso
4 57 F Parda 30 24 2 moderado intenso
5 51 F Branca 30 12 2 moderado intenso
6 59 F Branca 22 12 2 intenso moderado
7 56 F Parda 21 30 2 intenso intenso
8 58 F Branca 18 54 2 intenso intenso
9 62 F Parda 60 36 2 intenso intenso
10 58 F Parda 10 48 3 leve moderado
11 50 M  Negra 20 24 3 moderado intenso
12 47 F Parda 20 36 3 moderado intenso
13 55 F Branca 19 42 3 intenso intenso
14 49 F Branca 20 42 3 intenso intenso
15 57 F Branca 25 54 3 intenso intenso
16 60 F Parda 20 42 3 intenso intenso
17 57 M  Parda 30 60 3 intenso intenso
18 58 F Branca 12 12 3 intenso intenso
19 59 F Parda 10 54 3 intenso intenso
20 54 F Branca 24 30 3 intenso intenso




Referéncias Bibliograficas 65

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Andrade GB, Riet Correa F, Montes GS, Battlehner CN, Saldiva PHN. Dating of
fibrotic lesions by the picrosirius-polarization method: an applicarion using the
lesions of Lechiguana (bovine focal proliferative fibrogranulomatous panniculitis).

Eur J Histochem 1997:41:203-9.

Bicknell PG. Mild hypofunction and its effects on the larynx. J Laryngol Otol

1973;87:123-7.

Bonnaure-Mallet M, Lescoat D. Development of elastic-system fibers in human

vocal cords. Acta Anat 1989;136:125-8.

Boulet M, Oddens B. Female voice changes around and after the menopause — an

initial investigation. Mat 1996;23:15-21.

Buhler RB, Sennes LU, Mauad T, Melo EC, Silva LF, Saldiva PH. Collagen fiber
and versican distribution within the lamina propria of fetal vocal folds. Laryngoscope

2008;118(2):371-4.

Catten M, Gray SD, Hammond TH, Zhou R, Hammond E. Analysis of cellular
location and concentration in vocal fold lamina propria. Otolaryngology-Head Neck

Surg 1998;118(5):663-7.



Referéncias Bibliograficas 66

Cotta-Pereira G, Rodrigo FG, David-Ferreira JF. The use of tannic acid-
glutaraldehyde in the study of elastic and elastic-related fibers. Stain Technology
1976;51(1):7-11.

Courey MS, Shohet JA, Scott MA, Ossoff RH. Immunohistochemical
characterization of benign laryngeal lesions. Ann Otol Rhinol Laryngol

1996;105:525-31.

Dikkers FG, Hulstaert CE, Oosterbaan JA, Cervera-Paz FJ. Ultrastructural changes
of the basement membrane zone in benign lesions of the vocal folds. Acta

Otolaryngol (Sotckh) 1993;113:98-101.

Dikkers FG, Nikkels PG. Benign lesions of the vocal folds: histopathology and

phonotrauma. Ann Otol Rhinol Laryngol 1995:104:698-703.

Dikkers FG, Nikkels PGJ. Lamina propria of the mucosa of benign lesions of the

vocal fold. Laryngoscope 1999; 109:1684-8.

Ferreira JMC Jr, Caldini EG, Montes GS. Distribution of elastic system fibers in the

peripheral nerves of mammals. Acta Anat (Basal) 1987;130:168-73.

Filiaci F; Vecchio AIl; Zambetti G; Luce M, Romeo R. The non-specific
hypersensitivity of the upper and lower airway in Reinke’s edema: preliminary

results. Allergol et Immunopathol 1997; 25(1):18-22.



Referéncias Bibliograficas 67

Fritzell B, Hertegard S. A retrospective study of treatment of vocal fold edema: a
preliminary report. In: Kirchner JA, ed. Vocal Fold Histopathology: A Symposium.
San Diego, Calif: College Hill Press 1986;99:57-64.

Gray SD, Hirano M, Sato K. Molecular and cellular structure of vocal fold tissue. In:
Titze IR, ed. Vocal fold physiology: frontiers of basic science. San Diego, Calif:

Singular Publishing Group, 1993:1-34.

Gray SD, Hammond E, Hanson DF. Benign pathologic responses of the larynx. Ann

Otol Rhinol Laryngol 1995;104:13-8.

Gray SD, Titze IR, Chan R, Hammond TH. Vocal fold proteoglycans and their

influence on biomechanics. Laryngoscope 1999;109:845-54.

Gray SD, Titze IR, Alipour F, Hammond TH. Biomechanical and histologic
observations of vocal fold fibrous proteins. Ann Otol Rhinol Laryngol 2000; 109:77-

85.

Hahn MS, Kobler JB, Zeitels SM, Langer R. Midmembranous vocal fold lamina
propria proteoglycans across selected species. Ann Otol Rhinol Laryngol

2005;114(6):451-62.



Referéncias Bibliograficas 68

Hahn MS, Kobler JB, Starcher BC, Zeitels SM, Langer R. Quantitative and
comparative studies of the vocal fold extracellular matrix I: elastic fibers and

hyaluronic acid. Ann Otol Rhinol Laryngol 2006a;115(2):156-64.

Hahn MS, Kobler JB, Zeitels SM, Langer R. Quantitative and comparative studies of
the vocal fold extracellular matrix II: collagen. Ann Otol Rhinol Laryngol

2006b;115(3):225-32.

Hajek, M. Beitrdge zur Anatomie der Stimmlippen. Z Hals Nasen Ohrenheilk

1925;13:220.

Hammond TH, Zhou R, Hammond E, Pawlak A, Gray SD. The intermediate layer: a
morphologic study of the elastin and hyluronic acid constituents of normal human

vocal folds. Journal of Voice 1997;11(1):59-66.

Hammond TH, Gray SD, Butler J, Zhou R, Hammond E. Age and gender-related
elastin distribution changes in human vocal folds. Otolaryngology-Head and Neck

Surgery 1998;119(4):314-22.

Hammond TH, Gray SD, Butler JE. Age and gender-related collagen distribution in

human vocal folds. Ann Otol Rhinol Laryngol 2000;109:913-20.

Hartnick CJ, Rehbar R, Prasad V. Development and maturation of the pediatric

human vocal fold lamina propria. Laryngoscope 2005;115:4-15.



Referéncias Bibliograficas 69

Hellquist H, Lundgren J, Olofsson J. Hyperplasia, keratosis, dysplasia and carcinoma

in situ of the vocal cords — A follow-up study. Clin Otolaryngol 1982;7:11-27.

Hilger J. Otolaryngologic aspects of hypometabolism. Ann Otol Rhinol Laryngol

1956; 69:199-205.

Hirano M. Morphological structure of the vocal cord as a vibrator and its variations.

Folia Phoniat 1974;26:89-94.

Hirano M. Phonosurgery: basic and clinical investigations. Otologia (Fukuoka) 1975;

1(21); 239-442.

Hirano M, Shin T, Morio M, Kasuya T, Kobayashi S. An improvement in surgical
treatment for polypoid vocal cord: sucking technique. Otologia (Fukuoka)

1976;22:583-9.

Hirano M. Structure of the vocal fold in normal and disease states anatomical and
physical studies. In: Ludlow CL, Hard MO, eds. Proceedings of the conference on
the assessment of vocal pathology. Rockville, MD: American Speech- Language-

Heating Association, 1981:11-30.



Referéncias Bibliograficas 70

Hirano M, Kakita Y. Cover-body theory of vocal fold vibration. In: Daniloff RG,
editor. Speech science: recent advances. San Diego: College-Hill Press; 1985. p. 1-
46.

Hirano M, Kurita S, Sakaguchi S. Ageing of the vibratory tissue of human vocal
fold. Acta Otolaryngol (Stockh) 1989;107:428-33.

Hirano M, Sato K, Nakashima T. Fibroblasts in geriatric vocal fold mucosa. Acta

Otolaryngol 2000;120:336-40.

Hirschi SD, Gray SD, Thibeault SL. Fibronectin: an interesting vocal fold protein.

Journal of Voice 2002;16(3):310-6.

Hocevar-Boltezar I, Radsel Z, Zarhi M. The role of allergy in the etiopathogenesis of

laryngeal mucosal lesions. Acta Otolaryngol (Stockh) 1997;Suppl 527:134-7.

Holinger PH, Johnson KC. Benign Tumors of the Larynx. Ann Otol Rhinol Laryngol

1951;60:496-509.

Ishii H. A consideration on the genesis of the polypoid vocal cord (polypoid
degeneration of the vocal cord). Journal of Otolaryngology of Japan 1966;69:199-

205.

Ishii K, Zhai WG, Akita M, Hirose H. Ultrastructure of the lamina propria of the

human vocal fold. Acta Otolaryngol (Stockh) 1996, 116: 778-82.



Referéncias Bibliograficas 71

Ishii K, Yamashita K, Akita M, Hirose H. Age-related development of the
arrangement of connective tissue fibers in the lamina propria of the human vocal

fold. Ann Otol Rhinol Laryngol 2000;109:1055-64.

Jackson C, Jackson CL. The larynx and its diseases. Philadelphia and London, W.B.

Saunders Company 1937; 136-51.

Jovanovic MB, Mulutinovic Z, Perovic J, Grubor A, Milenkovic S, Malobabic S.
Contact telescopy reveals blood vessel alteration vocal fold mucosa in Reinke’s

edema. Journal of Voice 2007;21(3):355-60.

Junqueira LCU, Bignolas G, Brentani RR. Picrosirius staing plus polarization
microscopic: a specific method for collagen detection in tissue sections. Histochem J

1979;11:447.

Junqueira LCU, Joazeiro PP, Montes GS, Menezes N, Pereira Filho M. The collagen
fiber architecture of brazilian naked catfish skin. Braz J Med Biol Res 1983;16:313-

6.

Junqueira LC, Carneiro J. Biologia cellular e molecular. 7* Ed. Rio de Janeiro:

Guanabara Koogan;2000.

Kambi¢ V, Gale N, Radsel Z. The anatomical landmarks of reinke’s space and

actiopathology of Reinke’s edema. Laryngorhinootologie 1989;68:231-5.



Referéncias Bibliograficas 72

Keinsasser O: Microlaryngoscopic and histologic appareances of polyps, nodules,
cysts, Reinke’s edema, and granulomas of the vocal cords. In: Vocal fold
histopathology- a Symposium. College Hill Press (San Diego) 1980, 51-66.

Kosokovié, F. Experience with Reinke’s oedema. Acta Otolaryngol 1974,78:150-4.

Kothe C, Schade G, Fleischer S, Hess M. Forced Inspiration: A Laryngoscopy-based

maneuver to assess the size of Reinke’s edema. Laryngoscope 2003; 113: 741-2.

Koufman JA. Gastroesophageal reflux and voice disorders. In: Rubin JS, Sataloff
RS, Korovin GS, Gould W1J, eds. Diagnosis and treatment of voice disorders. New

York, NY: Igaku-Shoin, 1995:161-75.

Koutsibelas B, Tsangaris Th, Molzner H, Yannoulis GE. Elektronenmikroskopisches

bild des Reiskeschen odems. HNO 1978;26:132-7.

Lemos M, Pozo RMK, Montes GS, Saldiva PHN. Organization of collagen and
elastic fibers studied in stretch preparations of whole mounts of human visceral

pleura. Ann Anat 1997;179:447-52.

Lindeberg H, Felding JU, Sogaard H, Ilum P. Reinke’s oedema and thyroid function:

a prospective study in 43 pacients. Clin Otolaryngol 1987;12:417-20.



Referéncias Bibliograficas 73

Lindholm P, Vilkman E. Raudaskoski T, Suvanto-Luukonen E, Kauppila A. The
effect of postmenopause and post-menopausal HRT on measured voice values and

vocal symptoms. Mat 1997;28:47-53.

Loire R, Bouchayer M, Cornut G, Bastian RW. Pathology of Benign Vocal Fold

Lesions. Ear Nose and Throat Journal 1988;67:357-62.

Lore JM. Stripping of the vocal cords. Laryngoscope 1934;44:803-16.

Marcotullio D, Magliulo G, Pezone T. Reinke’s edema and risck factor: clinical and

histopathological aspects. American Journal of Otolaryngology 2002;23(2):81-4.

Mauad T, Leick-Maldonado EA, Lemos M, Dolhnikoff M, Caldini G, Montes GS,
Saldina PHN. The role of collagenous and elastic system fibers in modulating

bronchoconstrictions. Braz J Med Biol Res 1996;29(9):1995-9.

Mauad T, Xavier ACG, Saldiva PHN, Dolhnikoff. Elastosis and fragmentation of
fibers of the elastic system in fatal asma. Am J Respir Crit Care Med 1999; 160: 968-

75.

Melo ECM, Lemos M, Ximenes Filho JA, Sennes LU, Saldiva PHN, Tsuji DH.
Distribution of collagen in the lamina propria of the human vocal fold. Laryngoscope

2003;113:2187-91.



Referéncias Bibliograficas 74

Milutinovi¢ Z, Poic D, Milenkovic S, Sretenovic V. Spatial arrangement of the
structural elements of vocal fold layer: an adjustment to the vibration process.

Journal of Voice 1998;12(1):17-20.

Moesgaard-Nielsen V, Hojslet PE, Palvio D. Reinke’s edema: a premalignant

condition? The Journal of Laryngology and Otology 1986;100:1159-62.

Montes GS, Kristan RM, Shigihara KM, Tokoro R. Histochemical and

morphological characterization of reticular fibers. Histochemistry 1980;65:131-41.

Montes GS. Structural biology of the fibres of the collagenous and elastic systems.

Cell Biology International 1996; 20(1): 15-27.

Myerson MC. Smoker’s larynx. A clinical pathological entity. Ann Otol Rhinol

Laryngol 1950;59:541-6.

Negri EM, Montes GS, Saldiva PHN, Capelozzi VL. Architectural remodelling in
acute and chonic intersticial lung disease:fibrosis or fibroelastosis ? Histopathology

2000;37:1-11.

Newman SR, Butler J, Hammond EH, Gray SD. Preliminary report on hormone

receptors in the human vocal fold. Journal Voice 2000;14(1):72-81.



Referéncias Bibliograficas 75

Pastuszek P, Krecicki T, Krecicka MZ, Jelen M, Rak J, Krajewska B. Histological
and electron microscopic investigation of Reinke’s edema. Pol J Pathol 2003;54:61-

4.

Poole AR. Proteoglycans in health and disease: structures and functions. Biochem J

1986;236:1-14.

Porto LC, Chevalier M, Peyrol S, Guerret S, Grimaud JA. Elastin in human, baboon,
and mouse liver: an immunohistochemical and immunoelectron microscopic study.

Anat Rec 1990;228:392-404.

Putney FJ, Clerf LH. Treatment of chronic hypertrophic laryngitis. Arch Otolaryngol

1940;31:925-9.

Reinke F. Untersuchungen uber das larynx-odem. Fortschr Med 1825; 13:469

Remacle M, Degols JC, Delos M. Exudative lesions of Reinke’s space. An

anatomopathological correlation. Acta Oto-rhino-laryngologica Belg 1996;50:253-

64.

Remenér E, EI6 J, Frint T. The morphological basis of development of Reinke’s

Oedema. Acta Otolaryngol (Stockh) 1984;97:169-76.



Referéncias Bibliograficas 76

Sant’Anna GD, Mauri M. Use of the microdebrider fer Reinke’s edema surgery.

Laryngoscope 2000,110(12):2114-6.

Sato K, Hirano M. Age-related changes of elastic fibers in the superficial layer of the

lamina propria of vocal folds. Ann Otol Rhinol Laryngol 1997;106:44-8.

Sato K. Reticular fibers in the vocal fold mucosa. Ann Otol Rhinol Laryngol
1998;107:1023-8.
Sato K, Nakashima T, Hirano M. Eletron microscopic and immunohistochemical

investiation of Reinke’s edema. Ann Otol Rhinol Laryngol 1999;108:1068-72.

Sato K, Hirano M, Nakashima T. Fine structure of the human newborn and infant

vocal fold mucosae. Ann Otol Rhinol Laryngol 2001;110:417-23.

Sato K, Hirano M, Nakashima T. Age-related changes of collagenous fibers in the

human vocal fold mucosa. Ann Otol Rhinol Laryngol 2002;111:15-20.

Tateya T, Tateya I, Bless DM. Collagen subtypes in human vocal folds. Ann Otol

Rhinol Laryngol 2006;116(6):469-76.

Tateya T, Tateya I, Bless DM. Immuno-scanning electron microscopy of collagen
types I and III in human vocal fold lamina propria. Ann Otol Rhinol Laryngol

2007;116(2): 156-9.



Referéncias Bibliograficas 77

Thibeault SL, Gray SD, Li W, Ford CN, Smith ME, Davis RK. Genotypic and
phenotypic expression of vocal fold polyps and reinke’s edema: a preliminary study.

Ann Otol Rhinol Laryngol 2002;111:302-9.

Thibeault SL. Advances in our understanding of the Reinke space. Curr Opin

Otolaryngol Head Neck Surg 2005;13(3):148-51.

Toriya Y, Nagai M, Nakashima T, Hiroto I. A statistical study of polypoid lesions of

vocal fold relating to cigarette smoking. Otologia (Fukuoka) 1979; 25:448-52.

Voli¢ SV, Kirincic N, Markov D. Some morphological, histological, cytological and
histochemical aspects of Reinke Oedema. Acta Otolaryngol (Stockh) 1996;116:322-

4,

Voli¢ SV, Klapan I, Seiwerth S, Ibrahimpasic T. Extracelullar matrix of Reinke’s

space in some pathological conditions. Acta Otolaryngol 2004;124:505-58.

Zeitels M. Premalignant epithelium and microinvasive cancer of the vocal fold: the
evolution of phonomicrosurgical management. Laryngoscope 1995;105 (suppl 67):1-

51.

Zeitels SM, Hillman RE, Bunting GW, Vaughn T. Reinke’s edema: phonatory
mechanisms and management strategies. Ann Otol Rhinol Laryngol 1997;106:533-

43.



Referéncias Bibliograficas 78

Yonekawa H. A clinical study of Reinke’s edema. Auris Nasus Larynx 1988;15:57-

78.

Wadapfel R. Pathology of the subepithelial (Reinke’s) layer of the vocal cords. Ann

Otol 1940;647-59.

Wallner LJ. Smoker’s larynx. Laryngoscope 1954;64:259-70.

White A, Sim DW, Maran AGD. Reinke’s oedema and thyroid function. The Journal

of Laryngology and Otology 1991;105:291-2.



BIBLIOGRAFIA CONSULTADA

Comissdo Federativa de Terminologia Anatdmica. Terminologia Anatdmica,
Internacional Anatomical Terminology. Trad. Pela Comissdo de Terminologia
Anatémica da Sociedade Brasileira de Anatomia. S&o Paulo: Manole; 2001.

Houaiss A, Villar MS, Franco FMM. Dicionério Houaiss da Lingua Portuguesa. Rio
de Janeiro; Objetiva; 2001.



	01 Pre texto
	2  Reinke Ahead
	3 Artigo elastica revisado
	4    INTRODUÇÃO
	5 REVISÃO DE LITERATURA
	6 CASUÍSTICA E MÉTODOS
	7 RESULTADOS
	8 DISCUSSÃO
	9 CONCLUSÕES
	10  ANEXO
	11 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	12 Pos texto



