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Larynx; Introduction: The distribution, concentration and function of glycosaminoglycans in the various
Glycosaminoglycans; vocal fold tissues are still unclear.

Vocal folds Objective: To evaluate the distribution and concentration of sulfated glycosaminoglycans in

different layers of the human vocal fold according to gender and age.

Methods: We used 11 vocal folds obtained from cadavers (7 men and 4 women) with no laryngeal
lesion, less than 12 h after death, and aged between 35 and 98 years. The folds underwent
glycosaminoglycans extraction from the cover and ligament, and post-electrophoresis analysis.
Data were compared according to the layer, age and gender.

Results: The concentration of dermatan sulfate was significantly higher in all layers. No dif-
ferences were observed in the total concentrations of glycosaminoglycans in layers studied
according to gender. It is significantly lower in the cover of individuals aged below 60 years.
Conclusion: Dermatan sulfate, chondroitin sulfate, and heparan sulfate were observed in the
human vocal folds cover and ligament of both genders, with the concentration of dermatan
sulfate being significantly higher in all layers. Glycosaminoglycans concentration on the cover
is significantly lower in individuals below 60 years compared with elderly.
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PALAVRAS-CHAVE
Laringe;
Glicosaminoglicanas;
Pregas vocais

Glicosaminoglicanos sulfatados na lamina proépria de prega vocal humana

Resumo

Introducgdo: A distribuicao, concentracao e funcao dos glicosaminoglicanos nos diversos tecidos
da prega vocal ainda nao esta esclarecida.

Objetivo: Avaliar a distribuicao e concentracao dos glicosaminoglicanos sulfatados nas diferen-
tes camadas da prega vocal humana de acordo com o sexo e a idade.

Método: Foram usadas 11 pregas vocais obtidas de cadaveres (sete homens e quatro mulheres)
sem lesdo de laringe, com menos de 12 horas de 6bito e entre 35 e 98 anos. As pregas foram sub-
metidas a extracdo de glicosaminoglicanos da cobertura e ligamento e leitura pos-eletroforese.
Os dados foram comparados segundo camada, idade e sexo.

Resultados: A concentracao de dermatan sulfato foi significativamente maior em todas as
camadas. Nao foram observadas diferencas nas concentracoes totais de glicosaminoglicanos
nas camadas estudadas quanto ao género. E significantemente menor em individuos abaixo de
60 anos na cobertura.

Conclus@o: Dermatam sulfato, condroitim sulfato e heparam sulfato foram observados na cober-
tura e no ligamento de pregas vocais humanas, de ambos os sexos, sendo a concentracao de
dermatam sulfato foi significativamente maior em todas as camadas. A concentracao de glico-
saminoglicanos na cobertura é significativamente menor em individuos abaixo de 60 anos em
comparacao com idosos.

© 2016 Associacdo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado
por Elsevier Editora Ltda. Este & um artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://

creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

As pregas vocais sao adaptadas para a funcao de fonacao.
A vibracao das pregas vocais depende de sua estrutura
histoldgica, especialmente da lamina propria (LP), que é
estratificada na regido da borda livre em trés camadas:
superficial, intermediaria e profunda. Todas sdao compos-
tas por células e matriz extracelular, diferem qualitativa e
quantitativamente entre si, principalmente quanto as pro-
teinas fibrosas (fibras elasticas e colagenas) e proteinas
intersticiais.’

Entre as proteinas intersticiais destacam-se os gli-
cosaminoglicanos (GAGs), os proteoglicanos (PG) e as
glicoproteinas nao colagénicas. Essas controlam a viscosi-
dade, a hidratacdo e o volume tecidual.?® As diferencas
nos arranjos e nas quantidades dos componentes da matriz
extracelular e, ainda, as diferentes interacoes desses com-
ponentes entre si e com as células sao adaptacoes dinamicas
as demandas funcionais de cada tecido.*® No caso das pre-
gas vocais, essa demanda funcional é a producdo da onda
mucosa e, consequentemente, a vibracao do tecido e a
formacédo da onda sonora.’

Pawlak et al.? foram os primeiros a estudar os PGs e GAGs
na LP de pregas vocais. Foi verificada a expressao de recep-
tor de acido hialuronico (AH), queratam sulfato, condroitim
sulfato, PG de heparam sulfato e decorim em varias regioes,
bem como os tipos celulares na LP.

Paulsen et al.® observaram diminuicao dos GAGs sulfa-
tados nos tenddes (extremidades) do ligamento vocal. Foi
também observada uma perda mais acentuada de GAGs
no tendao do ligamento vocal com o processo de enve-
lhecimento. Dessa forma, essas estruturas perdem a sua
capacidade de reter agua e a viscoelasticidade da prega

vocal é comprometida. Hammond et al.,’ por meio de
método indireto, compararam o tecido incubado ou nao
com hialuronidase e observaram que a concentracao de AH
na LP foi maior no sexo masculino em relacao ao femi-
nino. A distribuicdo também variou conforme as camadas
e o sexo, foi mais uniformemente distribuida no sexo mas-
culino e mais concentrada nas camadas profundas no sexo
feminino.'® Com o método direto, Lebl et al."" e Korn et al.'?
verificaram maior concentracao de AH na LP do sexo femi-
nino em relacdo ao masculino e tendéncia a diminuir com
o envelhecimento. Como a hialuronidase bovina testicular
nao é especifica para AH, pode ter degradado outros GAGs
presentes na LP, como condroitin sulfato, o que explica-
ria a diferenca encontrada nos dois estudos, se houvesse
também diferenca nas concentracoes das demais proteinas
intersticiais.

O conhecimento da distribuicdo e concentracao das
macromoléculas intersticiais, que tém especificidades e
caracteristicas diversas, nas camadas da LP funcionalmente
estratificadas trara auxilio na compreensao da fisiologia
normal da fonacao, do envelhecimento, bem como nos pro-
cessos patologicos com alteracao da onda mucosa.

Assim, o objetivo deste estudo foi verificar a distribuicao
e a concentracdo dos glicosaminoglicanos sulfatados nas
diferentes camadas da prega vocal de acordo com o sexo
e a idade.

Método
Estudo experimental prospectivo

Foram usadas 11 pregas vocais obtidas em necropsias de
11 cadaveres (sete homens e quatro mulheres) sem lesao de
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laringe envolvida em causa mortis, com menos de 12 horas
de dbito e entre 35 e 98 anos. O projeto foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa de uma universidade
(CEP 1203/07). As laringes foram removidas dos cadaveres e
transportadas em refrigeracao até o laboratorio, onde foram
dissecadas. As pecas foram avaliadas com o uso de camera e
sistema de video com aumento de 25 vezes e foram exclui-
das aquelas nas quais foram observadas quaisquer lesdes ou
alteracoes estruturais, tais como polipos, sulcos ou leuco-
plasias.

Foi usada aleatoriamente uma prega vocal de cada indi-
viduo, que foram submetidas a decorticacdo com auxilio do
sistema de video. Foram isolados trés fragmentos: cobertura
(epitélio e camada superficial da LP), ligamento (camadas
intermediaria e profunda da LP) e mUsculo. Desses, foram
usados a cobertura e o ligamento.

Para a extracao de GAGs dos tecidos, o fragmento da
camada da prega vocal foi picotado com bisturi, homo-
geneizado e desidratado em acetona, por 18 horas, em
temperatura ambiente. Em seguida, o excesso de acetona
foi removido por centrifugacao, 4.000 x g, 15 minutos,
e o precipitado secado em estufa. Para cada 1mg de pé
seco foram adicionados 100 pL de maxatase 4 mg/mL em
Tris-HCl 0,05M+NaCl 1M, Ph 8 e incubado a 60°C, por
18 horas. Apos a incubacao, a protease foi inativada por
aquecimento a 100°C, 20 minutos. A solucdo foi adicio-
nado, em refrigeracao, acido tricloroacético 90% para uma
concentracao final de 10%. A solucao foi homogeneizada e
deixada a 4°C por 10 minutos. Apos esse periodo, seguiu-se
centrifugacao a 4.000 x g, por 15 minutos. O sobrenadante
foi separado e adicionou-se etanol absoluto (trés volumes); a
solucdo final foi mantida a -20°C, por pelo menos trés horas.
Seguiu-se centrifugacao a 10.000 x g, 30 minutos, e o pre-
cipitado obtido foi secado a vacuo e guardado a -20°C até
as analises. '™

Em seguida, o precipitado obtido nos procedimentos
anteriores foi novamente suspenso em agua destilada (10 pL
para cada 1 mg de tecido seco) e 5 pL dessa solucao
foram aplicados em lamina de gel de agarose, tampéao 1,3-
diaminopropanoacetato, pH 9, e submetidos a eletroforese
(5 V/cm, uma hora, em refrigeracao) para separacao dos
diversos GAGs.'%"" Como padrao, foi usada mistura de GAGs
1 wg/mL (heparam sulfato + dermatam sulfato + condroitim
sulfato). Apos a eletroforese, o gel foi secado sob ventilacao,
em temperatura ambiente, e corado com azul de toluidina
0,1% em acido acético 1% e etanol 50%. Apds 10 minu-
tos, o gel foi descorado com solucao de acido acético 1%
e etanol 50% e secado em temperatura ambiente; as ban-
das obtidas foram quantificadas por densitometria (fig. 1).
A concentracdo dos GAGs foi expressa em pg/g de tecido
seco.”

Os dados foram submetidos a analise estatistica. Para
comparar os valores da concentracao de GAGs quanto
ao sexo e a faixa etaria foi usado o teste nao para-
métrico de Mann-Whitney. Para comparar os valores da
concentracao de GAGs nas diferentes camadas da prega
vocal foi usado o teste nao paramétrico de Wilcoxon pare-
ado. Foram feitas as estatisticas descritivas da variavel
quantitativa: concentracdo por camada por meio da média
e mediana; e desvios padrdao minimo e maximo para apontar
a variabilidade. Também foi usada a analise de variancia
com medidas repetidas (univariada), pois as observacoes

CS-

DS -

HS -|

. .

Figura1 Bandas obtidas apos coloracdao com azul de toluidina
0,1% em acido acético 1% e etanol 50% solucao e descoloracao
com acido acético 1% e etanol 50% que foram quantificadas
por densitometria. O padrdo encontra-se a esquerda da ima-
gem (seta). CS, condroitim sulfato; DS, dermatam sulfato; HS,
heparam sulfato.

nas diferentes camadas sao relativas a um mesmo indivi-
duo. Para a comparacao da concentracao dos GAGs entre
as camadas da prega vocal, a matriz de covariancia das
observacées de um mesmo individuo devia ter uma forma
especifica. Quando essa forma especifica nao foi encon-
trada e devido ao pequeno tamanho da amostra o teste
foi corrigido com base na correcao de Huynh-Feldt. Para
identificacao das diferencas entre as concentracdes, foram
feitas comparacées duas a duas, com o teste de Bonfer-
roni. Foi verificado também se houve existéncia de interacao
(efeito de interacdo) nos resultados, ou seja, comporta-
mentos diferenciados em funcdo de outra variavel. Para
todos os testes foi considerado o nivel de significancia de
5% (p < 0,05).

Resultado

No presente estudo, foram avaliadas pregas vocais (PPVV) de
11 individuos, quatro do sexo feminino e sete do masculino.
Cinco individuos tinham até 60 anos e outros seis, mais de
60.

Em relacao a concentracao de GAGs sulfatados, nao foi
observada diferenca significativa entre a cobertura e o liga-
mento (tabela 1).

Nas camadas cobertura e ligamento, em relacdo a
concentracao de GAGs sulfatados quanto ao sexo, nao foi
observada diferenca significativa (tabela 2).

Nas diferentes camadas, na comparacao da concentracao
de GAGs sulfatados quanto a faixa etaria, foi observada
diferenca significativa na cobertura. Pacientes acima de
60 anos apresentaram valores significativamente maiores do
que pacientes até 60 (tabela 3 e fig. 2).

Ao se comparar a concentracao de CS, DS e HS na cober-
tura e no ligamento, observou-se maior concentracao de DS
nas diferentes camadas, porém sem diferenca significativa
na comparacao entre as camadas (tabelas 4 e 5).

A tabela 5 refere-se a concentracdao de GAGs quanto a
faixa etaria e ao sexo nas camadas cobertura e ligamento.
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Tabela1 Concentracao de GAGs na cobertura e ligamento 10000
da prega vocal
Variaveis GAGs (j.g/g peso seco)
Cobertura 7500
Média & Desvio padrao 302,7+224,9 8
Mediana (Minimo-maximo) 217,3 (83,9-802,9) E
Total 11 @
3
Ligamento g 500,0 ~
Média £ Desvio padrao 379,3+198,6 8
Mediana (Minimo-maximo) 322,5 (117-681)
Total 11
p-valor? 0,334 250,0 —
a p-valor do teste ndo paramétrico de Wilcoxon pareado. GAGs (ug/g
peso seco) |
A analise estatistica nao foi possivel, devido ao numero de
pregas vocais em cada categoria.
Discussao Figura 2

Até 60 anos

T
Acima de 60 anos

Box-plot da cobertura por faixa etaria.

Alguns componentes da matriz extracelular na prega vocal estudados quanto a sua funcdo e importancia na fisiologia
sao mais conhecidos e estudados, como elastina e colagenos, da prega vocal humana.

e, mais recentemente, o AH. No entanto, outros componen-

Assim, considerando a fisiologia da prega vocal na

tes da matriz extracelular, como GAGs e PGs, nao tém sido producdo de voz e as propriedades distintas ja conhecidas,

Tabela 2 Concentracao de GAGs quanto ao sexo na cobertura e ligamento

Variaveis por sexo F M p-valor®
GAGs (ng/g peso GAGs (j.g/g peso
seco) seco)
Cobertura
Média + Desvio padrao 346,8 + 307 277,5+187,4 0,571
Mediana (Minimo-maximo) 224,4 (135,7-802,9) 182,2 (83,9-535,2)
Total 4 7
Ligamento
Média & Desvio padrao 490,1+222,3 316 £167,9 0,257
Mediana (Minimo-maximo) 554,9 (169,7-681) 280,6 (117-632,1)
Total 4 7
@ p-valor do teste nao paramétrico de Mann-Whitney.
Tabela 3 Concentracdo de GAGs de acordo com a faixa etaria nos locais: cobertura e ligamento
Variaveis por faixa etaria Acima de 60 Até 60 anos p-valor
anos
Cobertura
Média & Desvio padrao 436,64-226,6 141,9454,7 0,018
Mediana (Minimo-maximo) 4411 135,7
(182,2-802,9) (83,9-231,4)
Total 6 5
Ligamento
Média + Desvio padrao 410,3 £201,2 342,1+211,9 0,584
Mediana (Minimo-maximo) 429,2 236,1
(117-632,1) (169,7-681)
Total 6 5

a p-valor do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
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Tabela 4 Concentracdo de GAGs (CS, DS e HS) nas diferentes camadas da prega vocal

Variaveis por concentracao CS DS HS p-valor?
Cobertura
Média + Desvio padrao 29,9 +28,8 233,7+187,8 39,1+36,7 < 0,001
Mediana (Minimo-maximo) 19,1 (0-82,5) 178,9 (70,2-670,1) 27,2 (0-110,5)
Total 11 11 11
Comparacées multiplas
CS x DS 0,009
CS x HS 1,000
DS x HS 0,009
Ligamento
Média + Desvio padrao 45,6 +54,4 273,8+119 60455,3 < 0,001

Mediana (Minimo-maximo) 23,9(2,9-156) 289,2(103,5-444,3) 48,5(5,7-161,1)

Total 11 11 11
Comparacées multiplas

CS x DS 0,009

CS x HS 1,000

DS xHS 0,009
p-valor® 0,477

0,374 0,657

a p-valor do teste nao paramétrico de Wilcoxon pareado.

b Comparagdes multiplas: p-valor do teste nao paramétrico de Wilcoxon pareado.

o presente estudo verificou a presenca e a concentracao de
GAGs sulfatados na prega vocal humana: na cobertura, onde
predomina a camada superficial da lamina propria, e no liga-
mento. A cobertura e o ligamento tém funcdes distintas na
formacao da onda mucosa, bem como constituicao histolo-
gica caracteristica em relacdo a proteinas fibrosas, elastina
e colageno."’ A separacdo entre cobertura e ligamento, e
entre ligamento e musculo, é segura por meio de disseccao
com visao ampliada.

A concentracao total de GAGs sulfatados foi comparada
nas diferentes camadas e mostrou distribuicao semelhante
(tabela 1). Também néo houve diferenca significativa consi-
derando as diferentes camadas e o sexo (tabela 2). Outros
autores, embora com método diferente, sem separacao
em camadas, também nédo observaram diferenca nos GAGs
totais em relacao ao sexo.'®!”

Considerando a faixa etaria, no entanto, foi obser-
vada diferenca estatisticamente significativa entre as
concentracoes dos GAGs na cobertura, com maiores valo-
res em individuos acima de 60 anos (tabela 3). A maior
concentracao de GAGs em idosos pode também estar relaci-
onada a diminuicao de outras substancias em pregas vocais,
como o proprio AH, conforme observado por Lebl et al."
e Korn et al.,"? pois a sua concentracdo é calculada em
termos de pg/peso seco do material da prega vocal. No
ligamento nao ha diferenca estatisticamente significante na
concentracao de GAGs, seja considerando o sexo ou a idade
(tabelas 2 e 3). Paulsen et al.® observaram diminuicdo dos
GAGs sulfatados nos tenddes do ligamento vocal, isto €, nas
extremidades do ligamento, bem como perda mais acentu-
ada de GAGs no tendao do ligamento vocal com o processo
de envelhecimento.

Tabela 5 Concentracdo de GAGs quanto a sexo e faixa etaria nos locais: cobertura e ligamento

Sexo feminino

Sexo masculino

Até 60 anos Acima de Até 60 anos Acima de
60 anos 60 anos
Cobertura
Média + Desvio padrao 183,6 £ 67,7 510,14+ 414,1 114,2 +28,5 399,94+ 151,9
Mediana (Minimo-maximo) 183,6 510,1 118,2 4411
(135,7-231,4) (217,3-802,9) (83,9-140,5) (182,2-535,2)
Total 2 2 3 4
Ligamento
Média + Desvio padrao 425,4+361,5 554,94+26,7 286,6 +113,4 338+215,2
Mediana (Minimo-maximo) 425,4 554,9 236,1 301,5
(169,7-681) (536-573,8) (207,1-416,4) (117-632,1)
Total 2 2 3 4
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Hammond et al.,’ em um estudo que relacionava a
concentracao de elastina observada em pregas vocais com
a idade e género, nao encontraram diferenca expressiva em
termos de sexo, mas uma diferenca importante e signifi-
cativa pode ser vista quanto a idade dos pacientes. Pregas
vocais de adultos mostravam elastina em quantidade menor
do que a da populacao idosa. No entanto, esse aumento
em densidade de elastina nao significava necessariamente
aumento da elasticidade da prega vocal, pois as fibras obser-
vadas nos idosos apresentavam estrutura alterada.

Assim, a modificacdo na estrutura de elastinas e na
concentracdo de AH e de GAGs sulfatados pode estar rela-
cionada ao envelhecimento do tecido, com consequente
repercussao na producdo da onda mucosa e voz.

Quando comparados separadamente os trés tipos de GAGs
(condroitim, heparam e dermatam sulfato) entre a cober-
tura e o ligamento, nao houve diferenca significante. Porém,
tanto na cobertura como no ligamento, a comparagao entre
os tipos de GAGs evidenciou de modo significante maior
concentracao de dermatam sulfato (tabelas 4 e 5). Pawlak
et al.? fizeram estudo sobre a presenca e distribuicdo
de GAGs e proteoglicanos na prega vocal com anticorpos
antiqueratam sulfato, antiproteoglicanos de CS, antiprote-
oglicanos de HS e antidecorin. Os dados foram quantificados
segundo coloracao comparada com amostra de pele nor-
mal, em 0-3+. Os autores observaram queratam sulfato e
decorin (que pode se ligar covalentemente a QS ou DS) em
componentes fibrilares da lamina propria. Decorin com pre-
dominio na camada superficial (2 +) em relacdo as camadas
profundas e QS nas profundas em relacao a superficial. CS
foi observado apenas em citoplasma de células da lamina
propria (2+). Proteoglicanos de HS foram observados na
lamina basal e nos vasos sanguineos, bem como em cito-
plasma de macrofagos e provavelmente fibroblastos (2+).
Diante dos resultados, os autores assinalam para a prova-
vel importancia da fibromodulina (ligada covalentemente a
QS nas camadas profundas e decorin na superficial, ambas
relacionadas a regulacao do tipo e tamanho de colageno pro-
duzido). Os autores nao estudaram DS, o GAG encontrado em
maior concentracao no presente estudo. Sua presenca em
grande quantidade nas duas camadas da prega vocal deve
ser mais bem entendida, bem como a maior quantidade de
GAGs observada com o envelhecimento.

Os dados do presente estudo sinalizam para a necessi-
dade de novas pesquisas com maior nimero de individuos,
e nao apenas de GAGs sulfatados, bem como dos diferentes
tipos de PGs formados de sua ligacdo as diversas estruturas
proteicas, para o entendimento da funcao de cada GAG e
PG na fisiologia da prega vocal enquanto fonte sonora.

Concluséao

1. Dermatam sulfato, condroitim sulfato e heparam sulfato
foram observados na cobertura e no ligamento de pre-
gas vocais humanas, de ambos os sexos, sendo que a
concentracao de dermatam sulfato foi significativamente
maior em todas as camadas.

2. Nao foram observadas diferencas significantes nas
concentracoes dos GAGs sulfatados entre cobertura e
ligamento, segundo o sexo.

3. A concentracdo de GAGs na cobertura é significativa-
mente menor em individuos abaixo de 60 anos, em
comparacao com idosos.
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