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RESUMO 

Uma das questões mais intrigantes acerca da mobilidade vocal é o paradigma 
morfológico/funcional que existe sobre a organização do músculo tireoaritenóideo (TA) em 
relação à prega vocal. Funcionalmente, o músculo TA é responsável por ajustes seletivos em 
diferentes partes da prega vocal; contudo, esse padrão funcional somente seria possível se 
suas fibras não se situassem paralelamente em toda a extensão da prega vocal. Dessa forma, 
as fibras do músculo TA não teriam uma única orientação. Esse padrão morfológico se 
assemelharia a organização histológica da musculatura da língua. Portanto, a primeira 
hipótese desta tese é de que assim como a língua apresenta inúmeras possibilidades de 
movimento em função de sua organização muscular, o músculo TA também poderia 
apresentar uma organização muscular similar à musculatura da língua, assim como sua 
inervação; e dessa forma, propiciaria inúmeras possibilidades de movimento à prega vocal. 
Portanto, o objetivo do primeiro trabalho desta tese foi investigar em humanos as similaridades 
na organização histológica entre as fibras do músculo TA e da musculatura da língua, assim 
como diferentes parâmetros histomorfométricos em seus respectivos nervos, laríngeo 
recorrente (NLR) e hipoglosso (XII); com relevância clínica para uma técnica de reinervação da 
prega vocal, baseada na anastomose XII-NLR. Com o auxilio de técnicas estereológicas 
específicas, nós verificamos em doze cadáveres adultos que a organização histológica do 
músculo TA é similar à organização histológica da musculatura da língua. No entanto, não 
existem semelhanças nos parâmetros histomorfométricos quantificados entre o NLR e o XII. 
Dessa forma, no primeiro trabalho desta tese, conclui-se que a organização histológica das 
fibras do músculo TA, assemelha-se a musculatura da língua em termos de orientação. 
Presumivelmente, essa característica morfológica propicia uma maior diversidade/possibilidade 
de movimentos (ajustes seletivos em diferentes partes) à prega vocal. Baseado na diversidade 
do padrão vocal de um recém nascido, a segunda hipótese desta tese é de que já no período 
fetal todas as estruturas associadas à prega vocal (prega vocal falsa, ventrículo da laringe, 
epitélio, glândulas mucosas, vasos sanguíneos e ligamento vocal) já estão completamente 
estabelecidas, e assim como no adulto, as fibras do músculo TA não estão situadas 
paralelamente e lateralmente em toda a extensão da prega vocal. Desse modo, seguindo os 
mesmos protocolos morfométricos, nós também demonstramos que em um feto humano de 25 
semanas de idade, além das estruturas associadas à prega vocal já estarem completamente 
estabelecidas, as fibras do músculo TA fetal, assim como no adulto, apresentam diferentes 
orientações: transversal, indefinida e longitudinal, ao longo de toda a extensão da prega vocal. 
Adicionalmente, o aspecto clínico/fisiológico nas diferenças de timbres sonoros entre homens 
e mulheres e suas especificidades, é um tema que ainda permanece pouco esclarecido. 
Embora alguns autores tenham reportado a existência do dimorfismo sexual em estruturas 
nervosas envolvidas com o controle vocal no sistema nervoso central; na atual literatura não 
existe nenhum estudo que evidencie a presença ou ausência do dimorfismo sexual no sistema 
nervoso periférico, especialmente no NLR e no músculo TA. Da mesma forma, existem vários 
estudos em animais descrevendo o dimorfismo sexual em regiões do sistema nervoso 
envolvidas com o controle da vocalização; no entanto, pouco se conhece sobre esse tema em 
humanos. Desse modo, a terceira hipótese desta tese é de que os tecidos (NLR e TA) que 
controlam as pregas vocais também poderiam apresentar dimorfismo sexual. Portanto, o 
objetivo do terceiro trabalho foi investigar, em humanos, através de análises morfométricas a 
presença do dimorfismo sexual no NLR e músculo TA. Análises com 14 cadáveres adultos 
revelaram que existe dimorfismo sexual em relação aos aspectos histomorfométricos do NLR; 
contudo, não foi verificado dimorfismo sexual em relação à organização histológica das fibras 
do músculo TA. Frente a esses resultados, conclui-se que os humanos, assim como outras 
espécies, também apresentam dimorfismo sexual em estruturas nervosas envolvidas com o 
controle vocal, tanto no sistema nervoso central, já relatada por outros autores, quanto no 
sistema nervoso periférico (NLR), mostrada em nosso estudo. Finalmente, nós podemos supor 
que as diferenças entre os timbres sonoros de homens e mulheres e suas especificidades, 
talvez não possam ser explicadas somente por diferenças na massa das pregas vocais ou no 
tamanho do trato vocal; mas também por diferenças que abrangem a organização de todo o 
sistema nervoso. 
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ABSTRACT 

One of the most intriguing questions concerning vocal mobility is the morphological/functional 
paradigm regarding the organization of the thyroarytenoid muscle (TA) in relation to the vocal 
fold. Functionally, the TA is responsible for selective adjustments in different parts of the vocal 
fold. Yet, such a functional pattern would be only possible if its fibers were situated throughout 
the entire length of the vocal fold. Thus, TA muscle fibers would need to have more than one 
orientation. This morphological pattern would resemble the histological organization of the 
tongue musculature. Thus, the first hypothesis of this thesis is that as the tongue presents 
numerous opportunities for movement due to its muscular organization, muscle organization as 
well as innervation in the TA could be similar to that of the tongue, which would thus provide 
numerous opportunities for vocal fold motion. Therefore, the aim of the first study of this thesis 
was to investigate in humans the similarities between the histological organization of the TA 
muscle fibers and the tongue muscle, as well as different histomorphometric parameters in their 
respective nerves, the recurrent laryngeal nerve (RLN) and the hypoglossal nerve (XII); 
clinically relevant for a vocal fold reinnervation technique based on XII-RLN anastomosis. With 
the help of specific stereological techniques, we found the histological organization of the TA 
muscle to be similar to the histological organization of the tongue musculature in twelve 
cadavers. However, there are no similarities between the histomorphometric parameters 
quantified in the RLN and XII. Thus, in the first study of this thesis, it was concluded that the 
histological organization of the TA muscle fibers is similar to that of the tongue muscles in terms 
of orientation. Presumably, this morphological characteristic provides the vocal fold with a 
greater diversity/possibility of movement (selective adjustments in different parts). Based on the 
diversity of vocal patterns of a newborn, the second hypothesis of this thesis is that during the 
fetal period all the structures associated with the vocal folds (false vocal fold, ventricle of the 
larynx epithelium, mucous glands, blood vessels and vocal ligament) are already fully 
established and, as in adults, the TA muscle fibers are not situated in parallel and laterally 
throughout the length of the vocal fold. Hence, using the same stereological protocols, we also 
show that in a human fetus aged 25 weeks, besides the structures already associated with 
vocal fold being fully established, the TA fetal muscle fibers, as in adults, have different 
orientations: transverse, undefined and longitudinal, throughout the length of the vocal fold. 
Additionally, the role of clinical/physiological aspects in relation to differences in the tonal 
qualities of men and women voices and their specificities remains to be clarified. Although 
some authors have reported the existence of sexual dimorphism in the neural structures 
involved in vocal control at the level of the central nervous system, in the current literature there 
is no study that shows the presence or absence of sexual dimorphism at the level of the 
peripheral nervous system, especially the RLN and the TA muscle. Likewise, while there are 
numerous animal studies describing sexual dimorphism in the nervous system of regions 
involved with vocalization control, little is known about this aspect in humans. Thus, the third 
hypothesis of this thesis is that the tissues (RLN and TA) that control the vocal folds could also 
present sexual dimorphism. Therefore, the aim of the third study was to use morphometric 
analysis to investigate the presence of sexual dimorphism in the NLR and TA muscle in 
humans. Analyses of fourteen cadavers show that there is sexual dimorphism in relation to 
histomorphometric aspects of the RLN, although no such sexual dimorphism was observed in 
relation to the histological organization of the TA muscle fibers. Given these results, we 
conclude that humans, like other species, also exhibit sexual dimorphism in the neural 
structures involved in vocal control, both at the central level, as reported by other authors, and 
at the peripheral level (RLN), as shown in our study. Finally, we can assume that the 
differences between tonal qualities men and women voices and their specificities, may be not 
only explained by differences in the  vocal fold mass or vocal tract size, but also by differences 
that include the organization of full the nervous system. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Aspectos neurobiológicos do controle vocal 

A vida, ao que parece, começou nos mares. Os animais primitivos, à 

semelhança do que fazem os peixes, retiravam da água o oxigênio de que 

necessitavam para viver. Para isso, utilizavam guelras ou brânquias. Quando, 

por especiação ou por defesa, alguns desses animais passaram a viver em 

águas rasas e, posteriormente, em solos pantanosos, houve a necessidade de 

que fosse desenvolvido um órgão para extrair oxigênio diretamente da 

atmosfera. O novo órgão (pulmão) passou a necessitar de válvulas para 

impedir a entrada da lama. Os evolucionistas acreditam que foi nessa fase que 

surgiu a laringe (HENEINE, 1996). 

Embora a função respiratória da laringe seja básica, suas adaptações à 

fala e derivados da fala são imprescindíveis no surgimento da sociedade e 

cultura humanas. A linguagem, em todas as suas permutações, primeiramente 

na fala para as integrações dos esforços tribais imediatos, depois no registro 

das idéias e a experiência com toda a acumulação e transmissão consequente 

de conhecimento através do tempo e espaço, é à base da pré-eminência 

humana. Nesse contexto, a aquisição da linguagem é talvez a mais complexa 

realização sensório-motora na vida do indivíduo. Além do sistema auditivo e do 

intrincado aparelho que produz a fala, esta última envolve não apenas a laringe 

e outros órgãos da respiração, mas também extensas vias nervosas sob 

influência de regiões encefálicas específicas (Figura 1) (WILLIAMS et al., 

1995). 
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Portanto, a produção vocal depende da interação dos diversos níveis do 

sistema nervoso central e periférico, além da ação coordenada e programada 

dos receptores sensoriais. Embora nas últimas décadas a neurolaringologia, 

tenha contribuído com importantes informações relativas à fala, ainda pouco se 

conhece sobre os aspectos neurobiológicos da laringe (BEHLAU et al., 2001).

A visualização intra-operatória dos nervos da laringe tem permitido uma 

significante redução da paralisia laríngea pós-operatória (THOMUSCH et al., 

2003). No entanto, o sucesso para o uso adequado desses métodos ainda 

depende do conhecimento minucioso da inervação da laringe (KRUSE et al., 

2006). 

A complexa inervação da laringe, aliada as dificuldades na comprovação 

funcional dos ramos nervosos para a laringe, tem motivado um vasto número 

de pesquisas, especialmente àquelas que correlacionam à histoquímica, 

microscopia e histologia com a clínica. Nesse contexto, essas pesquisas 

indubitavelmente são imprescindíveis para a confirmação ou reformulação de 

novas teorias que possam demonstrar com mais detalhes as bases 

anatômicas e fisiológicas do comportamento vocal humano (NAVARRO et al., 

2003; MARANILLO et al., 2005). 
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Figura 1 – Representação esquemática do controle neural da voz. Observa-se que o córtex motor por 
meio das vias corticopontina e corticobulbar faz projeções bilaterais para os núcleos motores dos 
nervos cranianos no tronco encefálico. O nervo trigêmeo controla os músculos que abrem e fecham a 
mandíbula. O nervo facial controla a musculatura da expressão facial e a articulação labial. O nervo 
hipoglosso controla a musculatura que da mobilidade a língua. O nervo glossofaríngeo controla a 
mobilidade do palato mole e da faringe. O nervo vago, através do nervo laríngeo recorrente controla 
os músculos intrínsecos da laringe. As conexões com os núcleos basais e o cerebelo são importantes 
para a adequada coordenação da fala. Através dos nervos trigêmeo, glossofaríngeo e vago os 
impulsos sensoriais a partir da pele, membranas mucosas e músculos retornam para o encéfalo. 
Estes impulsos são processados por uma rede neural (formação reticular, tálamo e córtex pré-central) 
que modulam o controle de feedback da fala (ROHKAMM, 2004). 
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1.2 Inervação da laringe e pregas vocais 

Os nervos da laringe são fornecidos por dois ramos do Nervo Vago: 

Nervo Laríngeo Superior (NLS) e Nervo Laríngeo Recorrente (NLR) 

(WILLIAMS et al., 1995); este último, o NLR é motor, sensorial e 

parassimpático (ARDITO et al., 2004). Os nervos laríngeos recorrentes dos 

dois lados têm essencialmente a mesma distribuição; contudo, recorrem 

(curvam-se em torno) estruturas diferentes e em níveis diferentes nos dois 

lados. O NLR direito forma uma alça por baixo da artéria subclávia direita; 

aproximadamente no nível vertebral de T1/T2 e, o NLR esquerdo forma uma 

alça por baixo do arco da aorta, aproximadamente no nível vertebral T4/T5. 

Após formarem alças, ambos os nervos recorrentes ascendem superiormente 

até a face póstero-medial da glândula tireoide, onde sobem no sulco 

traqueoesofágico (Figura 2) (MOORE et al., 2011). 

Após percorrerem o sulco traqueoesofágico ambos os nervos 

recorrentes penetram na laringe para inervarem todos os músculos intrínsecos 

da laringe exceto o músculo cricotireóideo. Os músculos intrínsecos da laringe 

movem as partes laríngeas, fazendo alterações no comprimento e tensão das 

pregas vocais e no tamanho e formato da rima da glote (MOORE et al., 2011), 

motivo pelo qual, ambos os nervos desempenham uma grande importância na 

patogenia dos distúrbios da mobilidade vocal (FIGÚN & GARINO, 1994). 

 

1.3 Anatomia das pregas vocais 

As duas pregas vocais são anteparos musculomembranáceos móveis 

de cor branco-pérola, localizados abaixo das pregas ventriculares e 
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medialmente a elas. Estendem-se do ângulo da cartilagem tireóidea, 

anteriormente, até o processo vocal das cartilagens aritenóideas, 

posteriormente. Cada uma contém o ligamento vocal, que consiste de tecido 

elástico derivado de cone elástico (GARDNER et al., 1988).  

As pregas vocais são estruturas dotadas de elasticidade e mantêm-se 

tensas principalmente pela ação dos músculos intrínsecos da laringe, 

especialmente o músculo tireoaritenóideo (TA), também chamado de músculo 

vocal. O músculo TA situa-se paralelamente e lateralmente a prega vocal; além 

disso, diz-se que ele é mais espesso na região posterior do que na anterior, 

porque muitas fibras mais profundas começam a partir do ligamento vocal e, 

assim, não alcançam a cartilagem tireóidea. Por outro lado, outros autores 

consideram que todas as suas fibras curvam-se e se entrelaçam a partir da 

cartilagem tireóidea para a cartilagem aritenóidea (Figura 3) (WILLIAMS et al., 

1995). 

O músculo TA produz pequenos ajustes dos ligamentos vocais, 

tensionando e relaxando seletivamente as partes anteriores e posteriores das 

pregas vocais, durante a fala (MOORE et al., 2011). 
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Figura 2 – Organização do nervo laríngeo recorrente direito (A) e esquerdo (B). (C) Nervo 
vago direito (C) e esquerdo (D). (E) Artéria subclávia e (F) Arco da aorta. Modificada de De 
humani corporis fabrica epítome: tabulae sex. Quarto livro, gravura 52, figura 2 (VESALIUS, 
2002). 

 

Figura 3 – Vista superior da laringe. (A) Músculo tireoaritenóideo; (B) Ligamento vocal; (C) 
Cartilagem aritenóidea; (D) Cartilagem cricóidea e (E) Cartilagem tireóidea (NETTER, 2000). 
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2 HIPÓTESES 

 

2.1 Primeira hipótese 

Uma das questões mais intrigantes acerca da mobilidade vocal é o 

paradigma morfológico/funcional que existe sobre a organização do músculo 

TA em relação à prega vocal (WILLIAMS et al., 1995). Funcionalmente, o 

músculo TA é responsável por ajustes seletivos em diferentes partes da prega 

vocal (MOORE et al., 2011). Contudo, esse padrão funcional somente seria 

possível se suas fibras não se situassem paralelamente e lateralmente em 

toda a extensão da prega vocal. Dessa forma, as fibras do músculo TA não 

teriam uma única orientação. Esse padrão morfológico se assemelharia a 

organização muscular da língua.  

Desse modo, nossa primeira hipótese é de que assim como a língua 

apresenta inúmeras possibilidades de movimento em função de sua 

organização muscular (NAPADOW et al., 1999), o músculo TA também 

poderia apresentar uma organização muscular similar à musculatura da língua, 

assim como sua inervação; e dessa forma, propiciaria inúmeras possibilidades 

de movimento à prega vocal. Isso explicaria como o músculo TA fornece 

ajustes seletivos em diferentes partes da prega vocal. Os resultados da 

investigação relativa a essa primeira hipótese estão apresentados na forma de 

artigo científico publicado no periódico internacional indexado Journal of Voice 

- Fator de Impacto (JCR 2011): 1.39. 

 

2.2 Segunda hipótese 
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Adicionalmente, nossa segunda hipótese é de que essa característica 

anatômica também seja evidenciada no período gestacional. De acordo com 

alguns estudos recentes (BRANCO et al., 2005; NICOLLAS et al., 2006; 

ZESKIND et al., 2011) o choro do recém nascido é rico em sons e 

propriedades acústicas que apresentam grande importância clínica no 

momento do nascimento, como por exemplo, características para determinar 

as condições de saúde do recém nascido como também a possível detecção 

precoce de doenças congênitas que levam à intervenção médica imediata. Em 

função disso, nós acreditamos que essa diversidade no padrão vocal pode ser 

explicada pelo fato de que as estruturas associadas à prega vocal já estão 

completamente estabelecidas antes do nascimento e as fibras do músculo TA, 

também poderiam não estar situadas paralelamente e lateralmente em toda a 

extensão da prega vocal. 

Desse modo, este estudo também investiga as estruturas associadas à 

prega vocal (prega vocal falsa, ventrículo da laringe, epitélio, glândulas 

mucosas, vasos sanguíneos e ligamento vocal) e a organização histológica do 

músculo TA em um feto feminino de 25 semanas. Os resultados da 

investigação relativa a essa segunda hipótese estão apresentados na forma de 

artigo científico, aceito para publicação (“in press”) no periódico internacional 

indexado Journal of Voice - Fator de Impacto (JCR 2011): 1.39. 

 

2.3 Terceira hipótese 

A falta de conhecimento científico específico sobre os aspectos 

neurobiológicos do controle vocal humano deve-se muito a dificuldade da 

realização de estudos padronizados em seres humanos. O aspecto 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Branco%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zeskind%20PS%22%5BAuthor%5D
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clínico/fisiológico nas diferenças de timbres sonoros entre homens e mulheres 

e suas especificidades, é um tema que ainda permanece pouco esclarecido.  

Embora alguns autores (HARASTY et al., 1997) tenham reportado a 

existência do dimorfismo sexual em estruturas nervosas envolvidas com o 

controle vocal a nível do sistema nervoso central; na atual literatura não existe 

nenhum estudo que evidencie a presença ou ausência do dimorfismo sexual 

no sistema nervoso periférico, especialmente o NLR e o músculo TA. 

Entretanto, existem vários estudos (DEVICHE & GULLEDGE, 2000; GAHR, 

2007; RHODES et al., 2007) em animais descrevendo o dimorfismo sexual em 

regiões do sistema nervoso envolvidas com o controle vocal/vocalização; no 

entanto, pouco se conhece sobre este tema em humanos. 

Desse modo, nossa terceira hipótese é de que os tecidos (NLR e TA) 

que controlam as pregas vocais também poderiam apresentar dimorfismo 

sexual. Os resultados da investigação relativa a essa terceira hipótese estão 

apresentados na forma de artigo científico aceito para publicação no periódico 

internacional indexado Journal of Voice - Fator de Impacto (JCR 2011): 1.39. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Primeiro artigo 

- Investigar em humanos as possíveis semelhanças na organização 

histológica do músculo tireoaritenóideo com a musculatura da língua e seus 

respectivos nervos, laríngeo recorrente e hipoglosso. 

 

3.2 Segundo artigo 

- Investigar em um feto humano de 25 semanas as estruturas 

associadas à prega vocal (prega vocal falsa, ventrículo da laringe, epitélio, 

glândulas mucosas, vasos sanguíneos e ligamento vocal) e a organização 

histológica do músculo tireoaritenóideo. 

 

3.3 Terceiro artigo 

- Investigar em humanos a presença do dimorfismo sexual em nervos 

(laríngeo recorrente) e músculos (tireoaritenóideo) envolvidos no controle 

vocal. 
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4 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

 

Respeitando todos os preceitos da lei que regem sobre a utilização de 

tecidos humanos em pesquisas biomédicas; este estudo foi aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul 

(PROPESQ/UFRGS – 17547) e pelo Departamento Médico Legal – Seção de 

Ensino e Pesquisa (DML – 2403/09). Todos os cuidados foram tomados no 

intuito de respeitar os princípios de autonomia, beneficência, justiça, equidade 

e sigilo de todos os indivíduos que compuseram este estudo. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Primeiro artigo (Publicado no Journal of Voice – Fator de Impacto no 

JCR 2011: 1.39) 
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5.2 Segundo artigo (“In Press” no Journal of Voice – Fator de Impacto no 

JCR 2011: 1.39) 
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5.3 Terceiro artigo (Aceito para publicação no Journal of Voice – Fator de 

Impacto no JCR 2011: 1.39) 
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Abstract 

 

This study investigated the sexual dimorphism in the recurrent laryngeal nerve (RLN) 

and thyroarytenoid muscle (TA) which control the vocal fold. The RLN and TA were 

bilaterally studied in human specimens obtained from necropsies (7 men and 7 women). 

Analysis of the morphometric parameters showed that the RLN of the men were 

significantly larger, as shown by the intraperineural area (42.5%) (p= 0.006), total 

number of fibers (38.0%) (p= 0.0002), axonal area (34.3%) (p= 0.0001), axonal 

diameter (19.0%) (p= 0.0001) and the area of the nerve occupied by myelinated fibers 

(34.9%) (p= 0.001). By contrast, in the women, our results showed that the area of the 

RLN occupied by endoneurial connective tissue was larger (5.7%) (p= 0.001). 

Estimation of the fiber area and shape coefficient showed that the histological 

organization of TA is similar in men and women. These results may contribute toward 

enhancing our understanding about the voice neurobiology. 

 

Key Words: sexual dimorphism - recurrent laryngeal nerve - thyroarytenoid muscle - 

voice. 
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INTRODUCTION 

Several studies have demonstrated the presence of sexual dimorphism in the 

organization of the nervous system in different groups of vertebrates, such as 

amphibians,
1
 reptiles,

2,3 
birds,

4
 and mammals.

5-9
 Similarly, numerous studies with 

animals have shown sexual dimorphism in different regions of the nervous system 

involved in vocalization/vocal control.
4,10,11

 However, little is known about this aspect 

in humans. 

Although some authors have reported the existence of sexual dimorphism in the 

neural structures involved in vocal control at the level of the central nervous system in 

humans,
12

 to our knowledge there is no study in the current literature that shows the 

presence or absence of sexual dimorphism in structures related to the peripheral 

nervous system and muscles related to vocalization, especially in the recurrent 

laryngeal nerve (RLN) and thyroarytenoid muscle (TA). 

In addition, classically, the variability between the voices of men and women 

has been explained by the differences in the mass of the vocal folds.
13

 This sexual 

dimorphism is attributable to increased testosterone at puberty in males which 

stimulates growth in the laryngeal cartilages.
14

 In the twentieth century, the dominant 

model of sexual differentiation stated that genetic sex (XX versus XY) causes 

differentiation of the gonads, which then secrete gonadal hormones that act directly on 

tissues to induce sex differences in function. This serial model of sexual differentiation 

was simple, unifying and seductive. Recent evidence, however, indicates that the linear 

model is incorrect and that sex differences arise in response to diverse sex-specific 

signals originating from inherent differences in the genome and involves cellular 

mechanisms that are specific to individual tissues or brain regions.
15

 

Likewise, studies of songbirds and rodents suggest that male and female brain 

cells are also intrinsically different because of the sex differences in the expression of 

sex chromosome genes within the cells.
16

 As those differences in gene expression and 

alterations in brain structures are often responsible for important changes in different 

body characteristics, such as innervation and morphology, our hypothesis is that sexual 

dimorphism may be present in the RLN and TA of subjects of different genders. This 

study aims to investigate this matter. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Specimens 
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All the nerves and muscles analyzed were obtained from necropsies of fourteen 

caucasian subjects who had died suddenly (7 men [age=71.14+8.07] and 7 women 

[age=75.71+7.83]) (Mean+SD), from the Department of Forensic Medicine. It should 

be pointed out that that although our analysis was performed in older individuals, due to 

the difficulty of obtaining younger specimens, this limitation was also found in a 

previous study, in which subjects, average ages 70 years for men and 75 years for 

women, were analyzed.
17 

Furthermore, in the present study, the men and women were 

in the same age group. This study was approved by the Ethics Committee of the 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, RS, Brazil. 

 

Dissection 

The dissection of the RLN was performed according to Jotz et al.
18

 The TA 

muscle was bilaterally removed (10 mm) from the larynx, the middle region of the TA 

was chosen for our study. This choice was based on a previous study
19

 which showed 

that this region presents more and better defined muscle fibers when compared to the 

other regions of the TA (Figure 1). 

 

Data acquisition  

The digitized images of the RLN and TA were captured using an Olympus BX 

50 microscope (4X, 10X and 100X) (Olympus, Japan) coupled to a video camera 

(Leica DC 300F) interfaced by Leica Image 50 (IM50) software. Pearson’s correlation 

coefficients (r) were calculated to determine the relationship between the results 

obtained by the two researchers for all analyses. The values obtained for this correlation 

demonstrate the high level of reliability of the observations made by the blinded 

researchers. 

 

Histological and morphometric measurements of the RLN 

Based on previous studies,
20

 the specimens of the RLN were fixed by immersion 

for 24 hours in a modified Karnovsky solution (Sigma Chemical Company, St. Louis, 

MO, USA). Next, they were bathed in 0.05 mol/L of sodium cacodylate solution, 

postfixed in 1% osmium tetroxide (Sigma Chemical Company) for 2 hours, dehydrated 

in an increasing graded series of acetone (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, 

USA), and embedded in epoxy resin (araldite, durcupan; Fluka, Buchs, Switzerland) 

which was then polymerized at 60°C. Three semithin cross-sections (1 μm) were 
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obtained using an ultramicrotome (MT 6000- XL; RMC, Tucson, AZ, USA) with 

intervals of 100 μm and stained with 1% toluidine blue (Merck, Darmstadt, Germany) 

in 1% sodium tetraborate (Ecibra, Curitiba, Brazil) (Figure 1). 

According to previous protocols
18,21,22

 of planar morphometry, the myelinated 

fiber density (number of fibers/mm
2
), intraperineural area (mm

2
), total number of 

fibers, axonal area (μm
2
), axonal diameter (μm), myelin sheath thickness (μm), area of 

the nerve occupied by myelinated fibers (%) and area of the nerve occupied by 

endoneurial connective tissue (%) was estimated using the measurement tools in the 

Image Pro-Plus Software [Image Pro-Plus 6.0; Media Cybernetics, Silver Spring, MD, 

USA] (IPP 6.0) (Figure 2A-D). 

 

Histological and morphometric measurements of the TA 

 Based on previous studies
19

 the samples from each muscle were fixed in 10% 

formalin solution, dehydrated in a graded series of ethanol and embedded in paraffin. 

Five sections (10 μm) with intervals of 100 μm of the TA were obtained using a 

microtome (Leica, Germany) (Figure 1). These sections were mounted onto slides, 

deparaffinized with xylene, rehydrated, stained with hematoxylin-eosin, dehydrated in a 

graded series of ethanol, diaphanized with xylene, and covered with Entellan (Merck, 

Darmstadt, Germany) and coverslips. 

The TA muscle fibers were classified, as described in a previous study,
21

 into 

three categories according to their orientation: transverse (T), undefined (U) and 

longitudinal (L). 

Using the measurement tools in the IPP 6.0, grid masks with an area/point value 

of 400 µm
2 

were laid over the images in order to estimate both the number of fibers per 

area and the area of muscle fiber to enable the classification of the fibers as T, U or L 

according to their orientation.
21

 The area of muscle fiber was obtained using the 

following equation: Â = ∑p.a/p. Where Â is the area, ∑p is the sum of points counted 

and a/p is the area/point value. 

The criteria for this classification were obtained after detailed observation and 

measurements taken by two histology specialists who were also blinded to the source of 

the images. The fibers were classified using the following criteria: the TA muscle fibers 

of male and female were identified, according to their areas, as T between 0 and 2000 

μm
2
, U between 2000 – 3200 μm

2
 and L more than 3200 μm

2
 (Figure 2E and F). 
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In addition, previous studies
23,24

 have reported the importance of using 

mathematical models to obtain more reliable data for the assessment of the structures 

associated with the vocal fold, specially the TA muscle.
25

 Thus, in our study we were 

careful to use the Shape Z as a mathematical method to classify the TA muscle fibers. 

This procedure was chosen to estimate the shape coefficient of the different fibers and 

use the value obtained to classify muscular fibers. This analysis may be important for 

the fact that recent studies have indicated that the orientations of the fibers (T, U and L) 

are able to produce a large number of different vocal fold shapes and movements.
21 

Thus, the shape coefficient, also known as the Shape Z,
21,26-29 

was also used to 

define the fiber types. This parameter is obtained using the following equation: 

. Where Shape Z is the shape coefficient, P is the perimeter and Â is 

the area value. 

Based on a comparison of the Shape Z values obtained with the classification 

made by the observers, the TA fibers in males were classified as: T, between 0 and 

4.53; U, between 4.53 and 4.78; and L, between 4.78 and 5.22. In females, the TA 

fibers were classified as: T, between 0 and 4.83; U, between 4.83 and 5.94; and L, 

between 5.94 and 6.25. 

These classifications were used to estimate the percentages of T, U and L fibers 

in all the analyzed sections in right and left TAs from men and women. 

 

Statistical analysis 

The statistical analyses were carried out using an independent samples t test 

(P<0.05), to compare the different parameters in men and women. All statistical 

analyses were performed using Graph Pad Prism 5.0 software (Graphpad Software 

Inc., USA).
 
 

 

RESULTS 

RLN findings  

The main result of our study is the evident sexual dimorphism in the RLN. This 

study shows that, when compared to the RLN of the women, the parameters of the RLN 

of the men are significantly larger, as shown by the intraperineural area (42.5%), total 

number of fibers (38.0%), axonal area (34.3%), axonal diameter (19.0%) and the area 

of the nerve occupied by myelinated fibers (34.9%) (Table 1 and Figure 2A-D).  
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On the other hand, our results show that, in the women, endoneurial connective 

tissue occupied a larger area of the RLN (5.7%). No statistical differences between the 

two nerves were observed in terms of the myelinated fiber density and average myelin 

sheath thickness (Table 1 and Figure 2A-D). 

 

TA findings 

The percentages of transverse, undefined and longitudinal fibers in muscles 

from the men were similar to those found in muscles from the women (Table 1 and 

Figure 2E and F). 

 

DISCUSSION 

The importance of the fiber area for nerve impulse conduction has been 

demonstrated in several studies because the conduction velocity is related to the fiber 

area/axonal diameter, and increases in these parameters are responsible for increases in 

the velocity of impulse conduction.
30-32

 

This aspect is of great importance due to the fact that any sexual dimorphism 

would presumably alter nerve conduction velocity and the electrical signal would cause 

differences in the firing frequency of the TA muscle fibers and consequently in the rate 

at which the vocal folds open and close, known as the glottal-pulse rate (GPR). 

Statistical clustering studies have consistently highlighted GPR and vocal tract related 

variables as explaining most of the variance between the speech sounds of adult males 

and females.
33,34

 

Some authors state that adult males have pitches about an octave lower than 

adult females primarily because the vibrating segments of the male vocal folds are 

about 60% longer than those of the female.
35

 However, studies indicate that the GPR of 

the men tends to increase with advancing age, with an evident increase among men 

between the fifth and eighth decades of life.
36

 

These data, at least partially, appear to be consistent with our findings, since our 

study has provided morphological evidence to show that the male RLN probably 

confers a higher electrical conduction rate when compared with that of females, and 

this can increase the GPR in men. 

It would seem logical to presume that the greater the number for TA muscle 

fibers, the greater the number of nerve fibers that would be required.
37

 In relation to 

nerve conduction velocity, axonal diameter is considerably more important than the 
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nerve fiber density.
30-32 

Our results also demonstrate that although the density was not 

statistically different, the axonal diameter was larger in men, indicating that men can 

present a higher conduction velocity in relation to women. 

Given these results, it can be assumed that the variability between the voices of 

men and women is probably not solely due to the differences in vocal fold mass,
13

 

biomechanical properties of the vocal fold tissue,
38

 length of the vocal organ/vocal 

tract
14,39

 and in the brain regions involved in vocal control,
12

 but also due to 

structural/cellular differences at the level of the peripheral nervous system. Thus, it 

would seem to be the case that the peripheral nervous structures of men and women 

may follow slightly different paths to achieve similar levels of function. 

The last decade has seen an exponential increase in evidence for structural, 

cellular, and molecular sex differences in the nervous system that can be described as 

true dimorphisms, defined as the occurrence of two forms in the same species. These 

include regions of human and animal brains that are important for cognition, memory 

and language.
12,40,41

 

Classically, the sexual dimorphism in the voices of men and women has been 

main attributed to the increased testosterone levels at puberty in males which stimulate 

growth in the laryngeal cartilages.
14

 One highly-salient cue is voice pitch; while in adult 

men the pitch tends to be low in women it tends to be higher. Pitch is determined by the 

rate of opening and closing of the vocal folds, also known as the glottal-pulse rate. 

Another important cue is vocal-tract length, which tends to be longer in adult men than 

in women.
39

 

Currently, there are no human studies in the literature showing sexual 

dimorphism in the human vocal fold innervation. Therefore, to explain our results, one 

hypothesis that we developed is that this difference in terms of innervation between 

men and women could also be explained by the fact that the laryngeal musculature is 

larger in men than in women,
17

 which would thus require the RLN in men to have a 

larger intraperineural area, more fibers, a larger axonal area and diameter and an 

increased area of the nerve occupied by myelinated fibers when compared with women. 

Therefore, we assume that our results may be supported by previous studie
17 

involving vocal musculature. With regard to the nervous control, although some 

studies
12

 demonstrate that language-associated cortical regions are proportionally larger 

in the female brain, our results show that some peripheral nervous structures are larger 

in men than in women. The data found in our study are acceptable because there is not 
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necessarily a correlation between the size of the brain volume dedicated to speech and 

the morphology of the nerves responsible for controlling vocal muscles. 

One important point is that all of the specimens were obtained from an aged 

population. Thus, the female larynges and nerves were from patients well past 

menopause.  Unfortunately, we have no information regarding hormonal levels and the 

use of any type of hormone replacement by females who composed our study. 

Therefore, the females in our study probably presented significant anabolic steroid 

deprivation while, the males probably presented significant levels of testosterone. We 

believe that such a difference in hormone levels, between aged men and women,
42-45

 is 

likely to increase the sexual dimorphism of laryngeal muscles and nerves. However we 

also believe that this sexual dimorphism is present immediately after sexual maturity 

and is mainly generated by the high levels of testosterone found in men.
42,45

 Thus, 

future studies using young subjects would shed some light on this theory. 

Finally, our morphological investigation provides innovative and reliable results 

about the peripheral vocal mechanisms in humans. Similarly, critical aspects of the 

other motor systems involved in sound generation and their interactions remain to be 

investigated in greater detail.  

 

CONCLUSIONS 

In summary, this study represents the first complete light-microscopic 

comparison to investigate the presence of sexual dimorphism in tissues (nerves and 

muscles) that control the vocal fold, and as such, contributes toward enhancing our 

understanding of voice neurobiology.  
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TABLE AND FIGURES LEGENDS 

 

TABLE 1. Comparison of all morphometric parameters estimated in the nerves and 

muscles of the men (♂) and women (♀). SD, standard deviation; P, level of 

significance. 

 

FIGURE 1. Schematic drawing showing the regions where the tissues (nerves and 

muscles) were collected (indicated by a dotted line in different sections), bilaterally. 
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TA, thyroarytenoid muscle; L, larynx; T, trachea; X, vagus nerve; RLN, recurrent 

laryngeal nerve. 

 

FIGURE 2. Digitized images of the sections showing the comparison of the 

intraperineural area (black delineation) of the recurrent laryngeal nerve (RLN) between 

men (A) and women (B) presenting evident differences. Images demonstrating the 

differences between the nerves of the men (C) and women (D) in terms of myelinated 

fiber diameter. By contrast, there is  similarity in the orientation/organization of the 

fibers of the thyroarytenoid muscle (TA) in men (E) and women (F). AT, adipose 

tissue; CF, collagen fibrils; Mf, myelinated nerve fiber; * (asterisk), endoneurial 

connective tissue; T, transverse fibers; U, undefined fibers; L, longitudinal fibers; BV, 

blood vessel (RLN/toluidine blue stain; TA/hematoxylin-eosin stain). 
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FIGURE 1 
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FIGURE 2 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

Os dados referentes à nossa primeira hipótese revelam que em 

humanos existe uma evidente similaridade na organização muscular entre as 

fibras do músculo TA e a musculatura da língua. Neste sentido, pode-se supor 

que o controle seletivo de diferentes partes da prega vocal se justifica, ao 

menos em parte, pelo fato de que as fibras do músculo TA não se situam 

paralelamente em toda a extensão da prega vocal e, dessa forma, não têm 

uma única orientação. Desse modo, essa organização muscular, assemelha-se 

a organização da musculatura da língua e, presumivelmente pode fornecer 

uma maior diversidade/possibilidade de movimentos (ajustes seletivos em 

diferentes partes) à prega vocal. 

Adicionalmente, não se evidenciou semelhanças em nenhum dos 

parâmetros morfométricos quantificados entre o NLR e o XII; no entanto, esses 

dados morfométricos, serão imprescindíveis para o sucesso de uma importante 

técnica de reinervação da prega vocal. 

Os resultados da nossa segunda hipótese, embora obtidos a partir de 

um único indivíduo, demonstram que todas as estruturas associadas à prega 

vogal, direita e esquerda, já estão completamente estabelecidas no período de 

25 semanas de gestação. Adicionalmente, as estimativas referentes à 

organização histológica do músculo TA direito e esquerdo demonstram que 

assim como nos adultos, as fibras musculares não se situam paralelamente e 

lateralmente em toda a extensão da prega vocal. Esses resultados podem 

explicar, pelo menos em parte, a grande variedade de sons emitidos pelo 

recém-nascido. Além disso, nós enfatizamos que essa investigação 
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morfológica fornece resultados inovadores sobre as estruturas associadas à 

prega vocal e a orientação das fibras do músculo TA fetal que 

indubitavelmente serão úteis para aumentar o conhecimento acerca da 

funcionalidade vocal em diferentes estágios do desenvolvimento embriológico. 

Adicionalmente, nós sugerimos que futuros estudos envolvendo um 

número maior de indivíduos serão necessários para comprovar definitivamente 

esses achados. 

Os dados referentes à nossa terceira hipótese evidenciam que em 

humanos existe um notável dimorfismo sexual nos nervos (NLR) que controlam 

a mobilidade vocal; contudo, isso não se evidencia na organização histológica 

das fibras do músculo TA. Esses dados fornecem evidências de que os 

humanos, assim como outras espécies (DEVICHE & GULLEDGE, 2000; 

GAHR, 2007; RHODES et al., 2007), também apresentam dimorfismo sexual 

em estruturas nervosas envolvidas com o controle vocal, tanto no sistema 

nervoso central, como já relatado previamente (HARASTY et al., 1997), quanto 

no sistema nervoso periférico (NLR), como mostrado em nosso estudo. 

Frente a esses resultados, podemos supor que as diferenças entre os 

timbres sonoros de homens e mulheres e suas especificidades, talvez não 

possam ser explicadas somente por diferenças na massa das pregas vocais 

(SMITH & PATTERSON, 2005) ou no tamanho do trato vocal (BECKFORD et 

al., 1985; FITCH & GIEDD, 1999); mas também por diferenças que abrangem 

a organização de todo o sistema nervoso. Desse modo, estruturas nervosas de 

homens e mulheres, tanto centrais quanto periféricas, possivelmente seguem 

caminhos sutilmente diferentes para atingir níveis semelhantes de função. 

Em conjunto, os achados do presente trabalho revelam importantes 

descobertas sobre alguns aspectos neurobiológicos de nervos e músculos 
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envolvidos no controle vocal humano, complementando e enriquecendo a 

literatura atual, com resultados inovadores que ampliam e reforçam o 

conhecimento mais detalhado acerca da inervação e funcionalidade vocal. 
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