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Resumo

Edema de Reinke ¢ doenca cronica da laringe na qual a
camada superficial da lAmina propria é expandida por muco
espesso conferindo-lhe aspecto gelatinoso. Relaciona-se ao
tabagismo e acomete, preferencialmente mulheres, as quais
apresentam a voz mais grave. Suas caracteristicas histologi-
cas nem sempre conseguem diferencia-lo das demais lesdes
benignas da laringe, havendo necessidade de técnicas his-
tolégicas adicionais. Objetivos: Estudar a imunoexpressio
da fibronectina, do coldgeno IV e da laminina no edema
de Reinke por meio de técnicas imunoistoquimicas. Estudo
prospectivo. Material e Métodos: Blocos histologicos de
60 casos cirdrgicos de edema de Reinke foram resgatados,
submetidos a novos cortes e as reagoes imunoistoquimicas
para fibronectina, laminina e colageno IV pelo método da Avi-
dina Biotina Peroxidase. Todos os pacientes eram fumantes
e adultos, sendo 50 mulheres e 10 homens. Resultados: As
andlises da imunoexpressao da fibronectina, do coldgeno IV
e da laminina foram mais expressivas no endotélio dos vasos
(68,33%, 76,66%, 73,33%, respectivamente), e menos relevan-
tes na membrana basal (25,0%, 5,0% e 3,3%, respectivamente).
Conclusdes: No edema de Reinke, a imunoexpressio da
fibronectina, da laminina e do coldgeno IV na membrana
basal nao apresentam relevancia, havendo predominio desses
anticorpos no endotélio do vasos

Reinkes’edema:
immunoexpression study

of fibronectin, laminin and
colagen IV in 60 cases by
imunohistochemical techniques
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Summary

Reinke’s edema is chronic laryngeal disease in which the
superficial layer of the lamina propria is expanded by thick
mucus, giving it a gelatin aspect. The disease is directly
related to smoking and more frequent in women, who end
up having a lower tone of voice. Its histological characteristics
cannot always distinguish it from other benign lesions of
the larynx for which additional histological techniques
are necessary. Aim: to study the immunoexpression of
fibronectin, collagen IV and laminin in Reinke’s edema
by immunohistochemical technique. Prospective study.
Materials and methods: histological blocks of 60 cases
of surgical Reinke’s edema were saved, submitted to new
cross-sections and to immunohistochemical reactions for
fibronectin, laminin and collagen IV by the Avidin-Biotin-
Peroxidase method. Fragments of five normal vocal folds
were used as control, removed during autopsy. All patients
were chronic smokers and adults- 50 women and 10 men.
Results: the immunoexpression of fibronectin, collagen
IV and laminin was more important in the endothelium of
blood vessels (68.33%, 76.66%, 73.33%, respectively) and
less relevant in the basement membrane (25.0%, 5.0% and
3.3%, respectively). Conclusions: the immunoexpression of
fibronectin, laminin and of collagen IV in the basal membrane
of Reinke’s edema was not relevant, with a predominance of
these antibodies in the endothelium of blood vessels.
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INTRODUCAO

Edema de Reinke é uma doenca cronica da laringe
na qual a camada superficial da lamina propria, também
denominada de espaco de Reinke, ¢ ocupada por muco
espesso, conferindo as pregas vocais aspecto gelatinoso
e mixomatoso. Desenvolve-se, em individuos fumantes
cronicos, havendo predilecio pelo sexo feminino, fato este
nao totalmente esclarecido, até o momento. Para alguns
autores tal fato deve-se a grande preocupacao da mulher
com as transformacoes progressivas que ocorrem com sua
voz, a qual se torna mais grave, sendo confundida, muitas
vezes, a voz masculina'?.

O edema de Reinke tem sido incluido entre as
lesdes benignas exsudativas da laringe, juntamente com
os nodulos e os polipos vocais, devido as semelhancas
histopatologicas entre essas lesoes, nas quais ha predomi-
nio de edema submucoso, justificando a homogeneidade
dos laudos patolégicos*®. Entretanto, essas trés lesoes
apresentam aspectos endoscopicos e mecanismos fisio-
patologicos distintos.

Diversos fatores etiolégicos estao envolvidos no
desenvolvimento das lesdes benignas da laringe, sendo
possivel identificar o predominio de alguns deles como o
habito de fumar no desenvolvimento do edema de Reinke
e o fonotraumatismo nos nodulos vocais. Ja nos polipos
vocais, a identificacio de um fator etiolégico mais predo-
minante ¢ mais dificil.

Estudos histologicos tém procurado, exaustivamen-
te, diferenciar cada uma das lesdes benignas da laringe,
entretanto as alteracdes encontradas sao comuns as trés
lesoes, sem haver especificidade, sendo constatados graus
variados de hiperplasia epitelial, espessamento de mem-
brana basal, edema no corion, infiltrado inflamatério e
aumento de vasos®®. Remacle et al.’ estudaram as caracte-
risticas histologicas (pela coloracao hematoxilina & eosina)
do epitélio, da membrana basal e da lamina propria de
163 lesdes benignas das pregas vocais, e observaram que
nos nodulos, havia evidente espessamento da membrana
basal, edema e fibrose do corion e frequente paraceratose
do epitélio; nos polipos predominava edema no corion,
fibrose, dilatacio e neoproliferacio vascular e nenhum ou
discreto espessamento da membrana basal; no edema de
Reinke, constataram espessamento da membrana basal,
edema do corion, congestao dos vasos e fibrose. Dikkers,
Nikkels” estudaram as alteracdes histologicas nas trés le-
soes laringeas, por meio de diferentes coloracoes (H&E,
Verhoeff-van Gienson, Tricromo de Masson e alcian blue
apos tratamento do tecido com hialuronidase), resumindo
os principais achados como se segue: nos polipos vocais ha
predominio de depésito de fibrina na lamina propria, sinais
de hemorragia, aumento do nimero de vasos, depdsito de
ferro e trombose vascular; no edema de Reinke, espessa-
mento da membrana basal, presenca de lagos edematosos

e de eritrocitos extravasculares, além de espessamento
das paredes dos vasos; ja nos nodulos, as alteracoes mais
prevalentes foram espessamento da membrana basal, au-
séncia de hemorragia e de lagos edematosos.

Volic et al.%, em revisao de 10 laminas histologicas
de edema de Reinke coradas pela hematoxilina e eosina e
pelo Mallory- Azan, constataram epitélio normal ou hiper-
plasico, desorganizacdo da lamina propria, espessamento
da membrana basal, dilatacio vascular e edema.

A falta de especificacao histologica entre as diver-
sas lesoes laringeas tem incentivado estudos ultraestru-
turais, objetivando apontar detalhes estruturais capazes
de diferencia-las. Neste sentido, um achado marcante e
constante nos nddulos vocais é o deposito de material
heterogéneo subepitelial, raramente observado nas demais
lesdes. Outros achados ultraestruturais de destaque, porém
sem determinar especificidade entre as lesoes, sao dreas
as focais de destacamento e de interrupgcoes da membra-
na basal e o alargamento das juncdes celulares, levando
a alteracoes estruturais dos desmossomos. Todos esses
achados sao interpretados pelos autores como resposta
do epitélio ao fonotraumatismo, sendo mais evidentes
nas lesoes relacionadas a elevada demanda vocal, como
ocorre nos nédulos vocais®!!.

Gray® e Courey”, em estudo imunoistoquimico,
constataram importante aumento de fibronectina e de
coldgeno IV nos nédulos vocais. Ja nos pdlipos e edema
de Reinke havia falta de fibronectina na lamina propria,
auséncia de alteracdes na membrana basal e diminuicio
do colageno tipo IV. A grande quantidade de fibronectina
foi relacionada ao trauma fonatério, uma vez que esta ¢
uma glicoproteina que participa no processo de reparagcao
tecidual.

Como vimos, os resultados das analises morfo-
logicas demonstram que os nodulos vocais apresentam
caracteristicas peculiares que os diferenciam das demais
lesoes, sendo importante a realizacao de estudos adicionais
envolvendo as outras lesoes laringeas para que suas carac-
teristicas morfologicas possam ser mais bem desvendadas.

CASUISTICA E METODOS

O projeto recebeu parecer do Comité de Etica
em Pesquisas em Seres Humanos da instituicdo onde foi
realizado sob o protocolo de nimero 190/06. A partir
de sua aprovacgio, foi realizada andlise retrospectiva dos
prontudrios médicos de todos os pacientes com diagnosti-
co clinico e endoscopico de edema de Reinke, atendidos,
previamente, nos ambulatorios de Distidrbios da Voz da
mesma instituicao, no periodo de 2001 a 2007, sendo ex-
cluidos os prontudrios que continham dados incompletos.
Desta forma, foram selecionados 72 casos de edema de
Reinke, dos quais 60 haviam sido submetidos a cirurgia.
A revisao dos dados dos prontudrios destes 60 pacientes
revelou que 50 deles pertenciam ao sexo feminino e 10 ao
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masculino, sendo que nove pacientes possuiam entre 20
e 40 anos, 44 entre 41 e 60 anos e sete acima de 61 anos.
Todos os pacientes eram fumantes cronicos e apenas 12
ingeriam bebida alcodlica com relativa frequéncia. Abuso
vocal foi constatado em 20 casos, sintomas nasossinusais
em 106 e sintomas gastresofiagicos em 21 casos.

Os diagnosticos histologicos foram revisados, os
blocos das pecas em parafina foram resgatados e subme-
tidos 2 novos cortes e as coloracdes imunoistoquimicas
para os anticorpos contra fibronectina, laminina e colage-
no IV. Laringes normais de cinco cadaveres adultos (trés
do sexo feminino e duas do sexo masculino) sem lesoes
macroscopicas foram usadas como controle do estudo
imunoistoquimico, apds a certificacio de que esses pa-
cientes nao eram fumantes e nao haviam sido submetidos
a intubacao traqueal.

Estudo imunoistoquimico

Os blocos em parafina dos 60 pacientes submeti-
dos a cortes de trés micra de espessura. As pecas foram
montadas em laminas silanizadas e submetidas as reacoes
imunoistoquimicas pelo método Avidina Biotina Peroxi-
dasell, utilizando-se anticorpo policlonal antifibronectina
(codigo A0245, Dako), anticorpo monoclonal antilaminina
(clone LAM 89, Novocastra) e anticorpo monoclonal an-
ticoldgeno IV (clone CIV 22, Dako). Apds a preparagao
do material, as laminas histologicas foram examinadas
em microscopio de luz (marca Zeis - Carl Zeiss do Brasil
Ltda; modelo Axiostar plus), por patologista experiente,
com diferentes aumentos e captura de imagens em cimera
digital. Os resultados foram interpretados, dependendo
do grau de intensidade da coloracao em leve, moderado
ou intenso. Os locais de registros de imunoexpressao
foram: membrana basal, cérion e endotélio dos vasos. As
laringes normais usadas como controle foram submetidas
as mesmas reacoes imunoistoquimicas.

Meétodo estatistico

Na andlise histologica, o método estatistico utilizado
foi o teste de qui-quadrado, com nivel de significancia
de 5%.

RESULTADOS

A andlise imunoistoquimica das laringes utilizadas
como controle do estudo foi muito semelhante nos cinco
fragmentos de pregas vocais avaliados, ou seja, identificou-
se pigmentacido suave da fibronectina, especialmente
na membrana basal (Figura 1a), embora no cérion e no
endotélio dos vasos fosse também identificada a presenca
do pigmento, porém de forma menos marcante. A imuno-
expressao do coligeno IV e da laminina foi mais evidente
ao redor dos vasos (Figuras 1b e 1¢).

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados dos
escores semiquantitativos das andlises imunoistoquimicas

Figura 1. Prega vocal normal. Imunoexpressao da fibronectina na
membrana basal e camada superficial da lamina prépria (a, 40X; setas),
do colageno IV e da laminina na membrana basal do endotélio dos
vasos (b e ¢,40X; setas).

Figura 2. Edema de Reinke. Imunoexpressao da fibronectina na
membrana basal (a, 40X; seta) e na membrana basal do endotélio
dos vasos (c, 60X; seta). Auséncia do pigmento na membrana basal
em b (60X, seta).

Figura 3. Edema de Reinke. Imunoexpressao da laminina na membra-
na basal do endotélio dos vasos (a,20X; b,40X; c, 80X; setas).
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Figura 4. Edema de Reinke. Imunoexpresséao do colageno IV na mem-
brana basal do endotélio dos vasos (a-40X; b-80X; setas).

Na Tabela 2 estao apresentados os resultados das
andlises da imunoexpressao da laminina no edema e
Reinke nas 60 lAminas analisadas e, novamente, observa-
se maior deposito do pigmento no endotélio dos vasos
(73,33%; Figuras 3a, 3b e 3c¢); Anticorpos antilaminina
estavam praticamente ausentes na membrana basal, sendo
registrados em apenas 5% das laminas analisadas.

Na Tabela 3 sio apresentados os resultados das
andlises imunoistoquimicas do coligeno IV, havendo
predominio da coloracao acastanhada ao redor dos va-
sos (76,66%) e em apenas 3,33% na membrana basal das
laminas estudadas (Figuras 4a e 4b).

Tabela 1. Escore semiquantitativo da imunoexpressao da fibronectina no edema de Reinke.

Escore da imunoexpressao da fibronectina

Locais 0 1 2 3 .
ausente leve moderada Intensa Total N % P
Membrana basal 45 13 2 0 15 (25,00) <0,0001
Corion 46 13 1 0 14 (23,33) <0,0001
Endotélio dos vasos 19 34 7 0 41 (68,33) 0,0001
Tabela 2. Escore semiquantitativo da imunoexpressao da laminina no edema de Reinke.
Escore da imunoexpressao da laminina
Locais 0 1 2 3
Ausente leve moderada Intensa Total N % P
Membrana basal 57 3 0 0 3 (5,00) <0,0001
Corion 60 0 0 0 0 (0,00) <0,0001
Endotélio dos vasos 16 39 5 0 44 (73,33) <0,0001
Tabela 3. Escore semiquantitativo da imunoexpressao do colageno IV no edema de Reinke.
Escore da imunoexpressao do colageno IV
Locais 0 1 2 3
(o)
ausente leve moderada Intensa Total N % P
Membrana basal 58 2 0 0 2 (3,33) <0,0001
Corion 59 1 0 0 1(1,66) <0,0001
Endotélio dos vasos 16 28 14 2 46 (76,66) <0,0001
da fibronectina nas 60 liminas analisadas, na qual pode- DISCUSSAO

se constatar que o depdsito do pigmento na membrana
basal e no corion nao foi expressivo (25,0% e 23,33%,
respectivamente), a semelhanca das pecas utilizadas no
controle, destacando-se o delicado contorno acastanhado
em toda a extensao da membrana basal (Figura 2 a). Em
alguns casos a membrana basal estava totalmente isenta
da impregnacio do pigmento mesmo quando esta se en-
contrava espessada (Figura 2b). No endotélio dos vasos da
lamina prépria a impregnacio foi mais marcante, presente
em 08,33% dos casos (Figura 2¢).

O edema de Reinke é considerado benigno para
a maioria dos autores, sendo enquadrado entre as lesdes
exsudativas do espaco de Reinke, juntamente com os
noédulos e polipos vocais®®. Pastuszek et al.', analisando
261 laminas de edema de Reinke previamente coradas pela
hematoxilina e eosina, salientaram a elevada frequéncia do
edema subepitelial e de vasos dilatados na lamina propria,
além de displasia epitelial, em menor grau. Nas andlises
ultraestruturais os autores destacaram a perda das juncoes
intercelulares. Entre outros achados histologicos, tem sido
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destacado o infiltrado inflamatério e o espessamento da
membrana basal.

Devido a direta relacio entre o desenvolvimento
do edema de Reinke e o tabagismo cronico, considera-se
importante avaliar com cautela seus aspectos morfologicos.
Em recente pesquisa, apresentamos os achados histologi-
cos e de microscopia eletronica de varredura e de transmis-
sao do edema de Reinke, constatando-se diferentes graus
de displasia epitelial e um caso de carcinoma in situ®. A
preocupagio com possiveis alteracodes pré-neopldsicas no
edema de Reinke ja havia sido apresentada anteriormente
por alguns autores'*>. Marcotullio et al."” avaliaram 125
casos de edema de Reinke e encontraram 52 casos com
classificacdo das alteracoes epiteliais grau 0, 64 com grau
I, 6 com grau Il e 3 com grau III, entre os quais incluiram
um caso de carcinoma microinvasivo.

Por meio das coloragdes imunoistoquimicas uti-
lizando anticorpos antifibronectina, antilaminina e anti-
colageno 1V, os vasos da lamina propria podem se bem
destacados, uma vez que estes se encontram em ndmero
aumentado. Neste estudo constatou-se que o deposito de
anticorpos antifibronectina na membrana basal nao foi
achado frequente no edema de Reinke. Segundo Gray
et al. e Volic et al.®, o depdsito da fibronectina na mem-
brana basal é uma caracteristica marcante dos nédulos
vocais. A fibronectina é uma glicoproteina produzida
pelos fibroblastos que desempenha importante papel na
adesao e reparacao tecidual, justificando seu aumento nas
lesdes fonotraumaticas. No caso do edema de Reinke, a
sobrecarga fonatéria nio parece ser o fator determinante
para o desenvolvimento da lesao e, sim, a acao irritativa
cronica dos componentes do cigarro, sendo responsavel
por filtrado inflamatério e aumento no nimero dos va-
sos. O exsudato resultante desse processo ¢ produzido e
represado na lamina propria, uma vez que a drenagem
linfatica local é precaria.

Neves et al.! realizaram estudo histopatologico e
imunoistoquimico utilizando anticorpos contra laminina e
colageno IV, em lesoes laringeas (9 nddulos, 8 pdlipos e
9 edema de Reinke) e constataram maior imunoexpressao
da laminina e do colageno IV nos nédulos vocais, bem
como maior espessamento da membrana basal, quando
comparados aos polipos. O edema de Reinke nio se dife-
renciou das demais lesdes estudas. Os autores chamam a
atencio para a importancia dessas substancias nas lesoes
fonotraumadticas, porém nio estudaram a fibronectina,
cuja resposta parece ser maior que da laminina e do
colageno IV.

Estudos adicionais tém demonstrado que, além das
alteracoes morfologicas apontadas acima, a distribuicio das
fibras coldgenas parece também estar alterada no edema
de Reinke. Sakae et al.'”” analisaram 20 casos de edema
de Reinke utilizando a técnica do picrossirius e observa-
ram que as fibras coldgenas da lamina propria perdem

o padrio caracteristico de entrelacamento, havendo de-
sarranjo e ruptura das mesmas, em meio ao infiltrado de
mixomatoso, principalmente nas camadas mais profundas
da lamina propria. Essas alteracoes poderiam contribuir
para a disfuncio vocal desses pacientes.

Como vimos, os diversos estudos morfologicos que
abordam o edema de Reinke agregam informacoes que
auxiliam a desvendar a fisiopatologia da lesiao e a expli-
car as alteracoes nas qualidades da voz desses pacientes.
Pelos estudos imunoistoquimicos a imunoexpressao da
fibronectina, da laminina e do colageno IV na membrana
basal nfo apresentam relevancia, havendo prevaléncia des-
ses anticorpos no endotélio dos vasos da lamina propria.
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