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Diferenciacdo histopatolodgica e
imunoistoquimica das alteracfes
epiteliais no nédulo vocal em
relacdo aos polipos e ao edema de
laringe
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Resumo

Objetivo: Avaliar, por meio de técnicas histoldgicas e
imunoistoquimicas, o epitélio nos nédulos vocais em relag&o
aos polipos, ao edema de laringe e as pregas vocais sem le-
sBes macroscopicas. Forma de estudo: Clinico retrospecti-
vo. Material e Método: Por meio de levantamento de pron-
tuario, foram identificados vinte e seis pacientes com lesdes
laringeas inflamatdrias (nddulos, polipos e edema de laringe),
gue haviam sido submetidos a cirurgia. Pregas vocais sem alte-
racbes macroscopicas foram obtidas a partir de autopsia de
cadaveres. Para andlise do epitélio, foram realizadas coloracfes
pela técnica da hematoxilina-eosina e do &cido periédico de
Schiff e técnicas de imunoistoquimica com anticorpos dirigidos
contra laminina e coldgeno 1V. A leitura das laminas foi realiza-
da por meio de microscopia 6ptica. Resultados: Houve mai-
or imunoexpressdo de laminina e colageno IV nos nodulos
guando comparados aos polipos (p=0,034 e p=0, 036, respec-
tivamente), assim como quando comparados &s pregas vocais
sem lesBes macroscopicas (p=0,019 e p=0, 021, respectiva-
mente). N6dulos tendem a apresentar maior espessura da
membrana basal, quando utilizamos coloragdo pela técnica do
PAS, em relacdo aos pdlipos (p=0,102). O edema de laringe
n&o se diferenciou das demais nas técnicas utilizadas (p> 0,10).
Conclusdes: O Nodulo Vocal diferencia-se dos polipos, nas
trés técnicas utilizadas para detec¢do da membrana basal (PAS,
laminina, coldgeno 1V), e das pregas vocais sem lesdes
macroscopicas em duas das técnicas utilizadas (laminina e
colageno V). Edema de laringe néo se diferencia das demais
lesBes, nem de pregas vocais sem lesdes macroscopicas, quan-
do utilizadas as técnicas anteriormente descritas, para estudo
da membrana basal.
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Summary

im: To evaluate by histological and immunohistochemical
methods the epithelial lesions in vocal nodule and correlate with
polyp, laryngeal edema and vocal folds without macroscopic
lesions. Study design: Chart review. Material and Method:
In a retrospective analysis of medical records, twenty-six patients,
who underwent microsurgical excision of laryngeal inflammatory
lesions (nodules, polyps and laryngeal edema), were identified.
Vocal folds without macroscopic lesions were obtained from
autopsy. To evaluate epithelial lesions, specimens were stained
with H&E, PAS, and with antibodies against laminin and collagen
type IV. These specimens were analyzed by light microscopy.
Results: Lesions diagnosed as nodules showed more collagen
type IV and laminin deposition when compared to polyps
(p=0,034 and p=0,036, respectively) and to vocal folds without
macroscopic lesions (p=0,019 and p=0,021, respectively).
Nodules showed basement membranes thicker than polyps
on PAS stain (p=0,102). Laryngeal edema could not be
differentiated from nodules, polyps or vocal folds without
macroscopic lesions by PAS, laminin or collagen type IV
stain (p>0,10). Conclusion: By histological and
immunohistochemical techniques to evaluate epithelium
of laryngeal inflammatory lesions we conclude that vocal
fold nodule differentiate from polyps on the three
techniques used to stain basement membrane (PAS, laminin,
collagen 1) and from vocal folds without macroscopic lesions
on two techniques used (laminin, collagen 1V). Laryngeal
edema cannot be differentiated from the others laryngeal
lesions, neither from vocal folds without macroscopic lesions,
when the techniques before described are used.
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INTRODUGAO

A prega vocal é uma estrutura vibrétil responsavel
pela producdo do som durante a fonagdo. E composta, fun-
damentalmente, por musculo e mucosa. A mucosa, por sua
vez, é composta por lamina propria e epitélio escamoso
estratificado, em sua borda livre. Uma importante estrutura
do epitélio é a membrana basal que se encontra em intimo
contato com a lamina prépria. Observam-se pequenos va-
s0s sanguiineos na mucosa da prega vocal, que correm para-
lelamente a sua borda livre. Ndo se notam glandulas na
mucosa.t?

A lamina propria possui trés camadas: superficial, in-
termediéaria e profunda. A camada superficial da lamina pro-
pria é também conhecida como espago de Reinke. E uma
camada frouxa e flexivel que vibra intensamente durante a
fonacdo. As camadas intermedidria e profunda comp&em o
ligamento vocal. A lamina propria € composta, principal-
mente, por matriz extracelular, fibroblastos e vasos
sangliineos. A matriz extracelular € sintetizada pelos
fibroblastos e é constituida por colageno 11, elastina, acido
hialurdnico e fibronectina.*** Hirano introduziu o conceito
“cobertura-corpo”, segundo o qual as cinco camadas
histolégicas da prega vocal sdo agrupadas em trés camadas
baseadas nas propriedades mecénicas da prega vocal. Epitélio
e camada superficial da lamina propria constituem a cober-
tura da prega vocal. As camadas intermediaria e profunda
da lamina prépria formam a transi¢do, o musculo vocal com-
pde o corpo. O autor considera o epitélio como uma fina
capsula vibratoria capaz de conter a prega vocal durante a
fonag&o.®

Membrana basal é uma fina camada de matriz
extracelular especializada, sintetizada pelas células epiteliais
e fibroblastos da lamina prépria. Faz parte do epitélio e re-
presenta a transicdo para a camada superficial da lamina
propria. Juntamente com o arcabouco fibroso da lamina proé-
pria, forma a sustentacdo da mucosa da prega vocal. E uma
estrutura importante para vibracdo da mucosa, pois, assim
como a lamina propria, promove elasticidade e, a0 mesmo
tempo, resisténcia as pregas vocais.**’A membrana basal
normal nao é observada, com detalhes, por meio de colora-
¢ao pela técnica da hematoxilina-eosina, rotineiramente uti-
lizadas na microscopia Optica. Microscopia eletrénica é o
melhor meio para estudo desta estrutura. Ultraestruturalmente
consiste de trés camadas que sdo denominadas, da superfi-
cie para profundidade, lamina ltcida (ou pars rara), lamina
densa (ou lamina basal), lamina fibro-reticular (ou sublamina
densa). Sua principal funcao é a adesao celular, que é reali-
zada por meio das fibras de ancoragem.®!! Estudos demons-
traram que as fibras de ancoragem partem da lamina densa
para a camada superficial da lamina propria, onde mudam
de direcao para voltar a lamina densa. As fibras de colageno
11l da camada superficial da lamina propria passam através
dos “elos” formados pelas fibras de ancoragem, formando

uma “corrente” que adere firmemente o epitélio da prega
vocal a lamina prépria.? Em relagédo a sua composicéo qui-
mica, técnicas de elétron imunoistoquimica demonstraram
gue a membrana basal é composta, principalmente, por trés
tipos de macromoléculas: coldgeno IV, laminina e
proteoglicano heparan sulfato. Colageno IV € o responsavel
pela forca e elasticidade da membrana basal, enquanto que
laminina e proteoglicano heparan sulfato estdo implicados
na adesdo celular e no controle da passagem de substancias
através da membrana basal. Fibronectina e entactina sdo
glicoproteinas também encontradas na membrana basal,
porém nao se sabe, ao certo, sua funcdo. Colageno VII tam-
bém é encontrado na membrana basal como o principal
componente das fibras de ancoragem.®’

A mucosa da prega vocal pode, por vezes, apresen-
tar lesBes em fungéo do trauma mecénico da fonagéo, assim
como de outros tipos de agressao: fisicos, quimicos e/ou
bioldgicos. Gray et al., através de dois estudos semelhantes,
demonstraram histologicamente, por microscopia eletroni-
ca, a presenca do trauma fonatério agudo. Utilizando-se
meétodos artificiais, dois grupos de cées foram submetidos a
fonacdo continua por duas ou quatro horas. No primeiro es-
tudo, no grupo submetido a fonagao por duas horas, de-
monstraram destruicdo dos microvilos da superficie celular
e aumento da descamacao celular. No grupo submetido a
fonacéo por quatro horas, a destruicao do epitélio foi mais
intensa, com descamacao celular quase total. No segundo
estudo também demonstraram presenga de descamacao
celular intensa, mas sem comprometimento da camada
germinativa do epitélio, da membrana basal ou da lamina
propria, no grupo submetido a duas horas de fonacgéo. Apds
quatro horas de fonacdo, observaram maior destrui¢ao
epitelial, presenca de fluido entre a células, destruicdo das
organelas das células remanescentes da superficie celular.
Demonstraram, também, presenca de fluido entre células
basais do epitélio e membrana basal e entre esta e lamina
prépria, devido a lesdo em nivel de fibras de ancoragem,
ocasionadas pelo trauma fonatorio.*

As lesdes decorrentes do trauma fonatorio, que po-
dem ser caracterizadas como processos inflamatérios, apre-
sentam-se de diversas formas. Destas, as mais comuns sdo:
nddulo vocal, pdlipo e edema da laringe. A diferenciagéo
entre elas é muitas vezes dificil, geralmente sdo rotuladas
de acordo com o aspecto macroscopico e dados clinicos.
N&o ha um quadro histopatoldgico definido para estas le-
sBes laringeas inflamatorias.

No passado, varios autores ja chamavam a atencao
para algumas caracteristicas das lesdes laringeas inflamatori-
as, bem como para a dificuldade de diagnéstico histologico
das mesmas. Ash ja relatava a presenca de lesdes em cordas
vocais decorrentes de trauma, as quais chamou de “nodo
laringeo”. O “nodo laringeo” apresentava quatro estagios
evolutivos de acordo com achados macroscépicos e
histoldgicos: fibroide, polipoide, varicoso e hialino. Segundo
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0 autor, ndo ha limite preciso entre 0s quatro estagios em
relacdo ao quadro histoldgico, nem mesmo ha alteragdo mi-
croscOpica patognomdmica de cada lesdo. Ressaltava, ain-
da, que o diagndstico poderia ser firmado por um
laringologista experiente, atraves dos achados clinicos.” Fitz-
Hugh et al. estudaram, retrospectivamente, trezentas amos-
tras de lesBes laringeas inflamatdrias, entre estas leses es-
tavam os nédulos e os pélipos laringeos. O nédulo laringeo
foi considerado resposta especializada ao trauma vocal, foi a
lesdo laringea inflamatdria mais comum. O autor ressaltou a
dificuldade em diferenciar clinica e histologicamente n6du-
los de polipos laringeos. O aspecto microscopico de uma
mesma lesdo foi avaliado por diferentes patologistas e o
gue um classificou como nddulo, outro pesquisador classifi-
cou como polipo. A mesma dificuldade também era enfren-
tada pelos laringologistas, ja que, clinicamente, as lesdes
podem ser muito semelhantes, principalmente nddulos e
polipos. Finalizando, ressaltou a importancia de patologistas
e laringologistas trabalharem em equipe para que um diag-
noéstico mais preciso possa ser obtido.*®

O trauma fonatdrio tem sido apontado como o prin-
cipal fator causal de lesdes laringeas inflamatorias. Nagata et
al. analisaram, retrospectivamente, mais de mil pacientes
com diagnéstico de nddulo ou pdlipo vocal. Concluiram que
o principal fator etiologico para polipos e nddulos vocais €
o fonotrauma, ndo encontrando associagdo positiva entre
tabagismo e as referidas lesdes.?” Lancer et al., em sua revi-
s8o sobre nddulos vocais, referiu-se ao trauma fonatério como
a principal etiologia para referida lesdo. Ressaltou, também,
a dificuldade na diferenciacdo entre p6lipos e nédulos vo-
cais e também que nédulos vocais poderiam ser considera-
dos uma subcategoria dos polipos vocais.’®

Recentemente, alguns autores caracterizaram clinica e
histologicamente lesdes laringeas inflamatdrias. Hirano carac-
terizou os nddulos de prega vocal como lesGes pequenas
esbranquicadas, sésseis, bilaterais, simétricas, localizadas no
ponto médio da prega vocal membranosa, no sentido antero-
posterior, em sua borda livre. Em relag&o a histologia, refere
edema e aumento de fibras coldgenas na camada superficial
da lamina propria. Os polipos vocais apresentam maior diver-
sidade em relacéo a coloracdo, tamanho e formato. Podendo
ser uni ou bilaterais, frequientemente localizam-se na porcao
mediana da prega vocal membranosa, em sua borda livre.
Microscopicamente, as altera¢des localizam-se na camada
superficial da ldamina prépria e caracterizam-se por sangra-
mento intratecidual, degeneracao hialina, trombose, edema,
proliferacdo de fibras colagenas, infiltracao de células inflama-
torias. No edema da laringe ou Edema de Reinke a prega
vocal membranosa encontra-se edemaciada em toda sua ex-
tensdo, com comprometimento bilateral, mas assimétrico. A
principal alteragdo encontrada a microscopia é edema na ca-
mada superficial de lamina propria.2®

De acordo com Pontes et al., nédulos, pdlipos e
edemas sdo alteracdes inflamatdrias da mucosa das pregas

vocais decorrentes de agentes agressivos, dentre os quais 0
mais importante é o trauma fonatério. N6dulo Vocal é uma
entidade caracterizada pela associacdo de trés fatores:
conFiguracdo laringea, tensdo muscular e abuso vocal. A as-
sociacdo do padrdo feminino ou infantil de laringe com a
sindrome de tensdo muscular leva a uma fenda triangular
médio posterior. O vértice desta fenda triangular localiza-se
na transicdo do terco anterior para médio da borda livre das
pregas vocais, onde se concentra a maior parte da energia
vibratéria durante a fonacao. Nesta localizacdo, o fonotrauma
causa lesdo de aspecto nodular em ambas as pregas vocais;
por isso, a entidade clinica é denominada Nodulo Vocal.
Macroscopicamente, os nddulos caracterizam-se por serem
lesGes arredondadas, sésseis, esbranquicadas, cuja aparéncia
pode variar desde aspecto de edema até fibrose. As altera-
¢Oes microscopicas no Nédulo Vocal localizam-se nas cama-
das mais superficiais da lamina propria, e epitélio, onde se
observa grau variado de edema e fibrose, mas sem
vascularizagdo exuberante.’®?

Os polipos, diferentemente dos nddulos, apresentam
formas e consisténcias bastante diversas, com grau variado
de vascularizacdo, geralmente Unicos, localizagéo diversa,
porém, restritos a uma pequena area da superficie cordal,
podendo ser sésseis ou pediculados. Sabe-se que os polipos
sdo lesBes mais vascularizadas que os ndédulos. O trauma
fonatdrio é uma das etiologias do pdlipo vocal, mas diferen-
temente dos nddulos, nesta lesdo o fonotrauma néo é a
etiologia mais comum. Agentes irritantes, alergias, infec¢oes
agudas podem contribuir para o aparecimento dos polipos.
Quanto aos aspectos microscopicos, observa-se que as alte-
ragcOes localizam-se mais profundamente na camada super-
ficial da lamina propria quando comparadas aos nddulos
vocais. As alteracgdes epiteliais sdo pouco frequentes.*?

Edema da laringe, também conhecida como Edema
de Reinke, corresponde a um edema extenso das pregas
vocais, bilateral na maior parte das vezes, fazendo grande
saliéncia na glote. O aspecto extenso da lesdo é a caracteris-
tica primordial para distingui-la dos pélipos. O abuso vocal
também é responsavel pelo aparecimento desta lesdo, mas
nao € uma etiologia tdo importante como o é para o Nédulo
Vocal, que é considerado tipico do trauma vocal. O quadro
histopatolégico mostra acometimento preferencialmente da
camada superficial da Iamina prépria (espago de Reinke).
Observa-se aumento da vasculariza¢do no local, aumento
do fluido extravascular e presenca de células inflamatorias
no local.*3#

Apesar destas diferencas morfolégicas e etioldgicas,
freqlientemente o diagnéstico clinico de nddulo, pdlipo e
edema da laringe é dificil ou mesmo impossivel, necessitan-
do-se, para tanto, de informacdes quanto aos aspectos mi-
croscopicos. Contudo, mesmo do ponto de vista histoldgico,
muitas vezes a diferenciacdo entre as referidas lesdes, como
anteriormente descrito, € dificil, ficando todas rotuladas como
um processo inflamatério inespecifico. Considerando as di-
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versas etiologias, temos na clinica condutas diferentes para
cada situacdo. Assim, € necessario encontrarmos mais ele-
mentos que nos permitam o diagndéstico correto.

OBJETIVO

Nosso objetivo, no presente trabalho, é estudar, por
meio de técnicas histolégicas e imunoistoquimicas, o aspec-
to do epitélio no Nodulo Vocal em relagdo a outras duas
lesBes inflamatdrias laringeas — pélipo e edema da laringe —
bem como em relagdo a prega vocal sem lesdes
macroscopicas.

METODO

As lesBes por nos estudadas neste trabalho — polipo,
nédulo e edema de laringe — foram obtidas a partir de le-
vantamento de prontuéario de pacientes atendidos no Insti-
tuto da Laringe no periodo de 1995 a 2001. O diagndstico
da lesdo foi confirmado através de revisdo do exame
videoestroboscépico, cujas imagens estavam arquivadas em
fitas de video.

Neste estudo foram considerados somente 0s nddu-
los encontrados na entidade clinica definida como Nédulo
Vocal. N&do foram incluidos nédulos de outras etiologias.
Nodulos Vocais caracterizam-se como lesdes arredondadas,
sésseis, esbranquicadas, associadas a fenda triangular mé-
dio-posterior, localizadas na transi¢éo de terco anterior para
meédio de pregas vocais, no vértice da fenda triangular, bila-
terais, simétricas ou ndo, e mdveis com a onda mucosa du-
rante a fonagdo. (Figuras 1 e 2)

Caracterizamos polipos como lesdes unilaterais,
sésseis ou pediculadas, mdveis a fonacdo, mas sem sincronia
com a onda mucosa, com aparéncia gelatinosa, que clinica-
mente apresentavam grau de vascularizagdo variado. (Figu-
ras 3 e 4).

Edema da laringe ou Edema de Reinke corresponde
a um edema difuso que ocupa toda prega vocal e faz salién-
cia para a glote, muito moével a fonagéo, bilateral, simétrico
ou ndo. (Figura 5).

O nosso material foi composto por vinte e seis lesdes
laringeas inflamatdrias provenientes de vinte e seis pacien-
tes. A idade média dos pacientes foi 36,5 anos, variando de
4 a 66 anos. Em relagdo ao sexo, 12 (46%) eram homens e
14 (54%) mulheres. Das vinte e seis lesdes laringeas, nove
eram noédulos vocais, oito eram pélipos e nove edemas de
laringe. No NAdulo Vocal foi analisado aleatoriamente ape-
nas um dos nddulos. Como parte do material foram inclui-
das quatro pregas vocais obtidas a partir de autopsia de qua-
tro cadaveres, sem antecedentes de doenca laringea ou
intubacdo orotraqueal prolongada, e que, macroscopicamen-
te, ndo apresentavam lesdes. Este grupo, considerado con-
trole, foi composto por dois homens e duas mulheres, com
idade entre quinze e sessenta anos.

Todos os pacientes foram submetidos a cirurgia pelo
mesmo médico otorrinolaringologista, no periodo de 1995 a
2001. No Nédulo Vocal, indicou-se cirurgia nos casos que
nao melhoraram apds trés meses de fonoterapia.

ApOs a exérese cirdrgica, as lesdes foram fixadas em
formalina liquida tamponada (10%) e, apOs 24 horas,
emblocadas em parafina liquida. Os blocos de parafina fo-
ram obtidos a partir de arquivo de laboratorio de anatomia
patolégica. No grupo controle, as laringes excisadas foram
fixadas em formalina liquida tamponada (10%) e a porcéo
meédia das pregas vocais foi dissecada e emblocada em pa-
rafina liquida. Posteriormente, efetuaram-se cortes de cinco
micrdmetros de espessura, que foram estendidos em lami-
na de vidro. Nestes cortes procedeu-se a coloragédo pelas
técnicas da hematoxilina e eosina (H&E) e do &cido periddi-
co de Schiff (PAS) para avaliagdo microscopica. A reagao de
imunoistoquimica foi realizada pela técnica da estreptoavi-
dina-biotina-peroxidase.?? Cortes de trés micrdmetros de
espessura, estendidos em laminas de vidro, foram submeti-
dos aos seguintes anticorpos: antilaminina, anticolageno tipo
IV. (Dako Corp. USA).

A leitura das laminas foi realizada pelo mesmo pato-
logista por meio de microscopia Optica. Entraram para o
estudo somente espécimes que apresentavam epitélio (por-
¢ao celular e membrana basal) integro. Para analise das vari-
aveis morfoldgicas do epitélio, utilizou-se as laminas cora-
das pela técnica da hematoxilina-eosina e do PAS. Os aspec-
tos morfoldgicos analisados foram: hiperplasia epitelial,
gueratose, acantose, paraqueratose, disqueratose, discariose.
Definiu-se hiperplasia epitelial como aumento difuso de toda
espessura do epitélio; queratose como aumento de espes-
sura do estrato superficial, com queratiniza¢cdo; acantose
como aumento de espessura do estrato malpighiano;
paragueratose como aumento de espessura do estrato su-
perficial, com queratinizacdo incompleta; disqueratose como
queratinizacdo isolada de células epiteliais, independente
do estrato onde esteja localizada; discariose como atipia
nuclear, com variagdo de didametro, irregularidade da distri-
buicio da cromatina e altera¢io de colorabilidade. Utilizou-
se metodologia semiquantitativa, avaliando-se cada item
guanto a sua intensidade e classificando-se a alteragao sub-
jetivamente, como:

Grau 0 ou ausente: alteracdo ausente

Grau 1: alteragdo presente em pequena intensidade

Grau 2: alteragdo presente em moderada intensidade

Grau 3: alteracdo presente em grande intensidade.

As leses classificadas como grau trés foram as que
apresentaram maior intensidade da alteracdo quando com-
paradas as outras lesdes da nossa amostra.

Tanto nos cortes corados pelas técnicas do PAS quan-
to nos submetidos & metodologia imunoistoquimica, a mem-
brana basal foi medida utilizando-se microscopia 6ptica com
ocular de 10x e objetiva de 40x. Foi efetuada a medida
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Figura 1. N6dulo vocal. Pregas vocais em aducao.

Figura 2. N6dulo vocal. Pregas vocais em abducéo.

Figura 3. Pdlipo angiomatoso. Pregas vocais em aducao.

Figura 5. Cordite edematosa. Pregas vocais em abducao.

Figura 4. Pdlipo angiomatoso. Pregas vocais em abducéo.

colocando-se, sobre o preparado, régua microscopica cali-
brada e com divisbes em centésimos de milimetros
(0,01mm). Houve amostras em que a membrana basal ndo
pode ser identificada em todas as trés técnicas utilizadas
(PAS, laminina, coldgeno V), devido & auséncia de material
suficiente para anélise, bastando ter sido identificada em pelo
menos uma delas para ser elegivel para o estudo.

Foi calculada a média das espessuras das membranas
basais para cada diagnostico, a partir das medidas obtidas
em cada uma das trés técnicas utilizadas.

Para verificar a associacdo entre as variaveis morfolo-
gicas do epitélio com polipo, nédulo e edema de laringe,
empregou-se uma extensao de teste exato de Fisher. Con-
sideramos niveis descritivos estatisticamente significantes
valores menores ou iguais a 0,10 (“p” menor ou igual a
0,10). Valores significantes serdo marcados com negrito nos
resultados.
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Para verificar a associacdo entre as lesdes laringeas
inflamatdrias e pregas vocais sem lesdes macroscopicas com
a espessura da membrana basal na coloracgéo pela técnica
do PAS e da imunoistoquimica, utilizou-se analise de variancia
com um fator fixo seguida por comparac6es multiplas pelo
método de Tukey.? Consideramos niveis descritivos esta-
tisticamente significantes valores menores ou iguais a 0,10
(“p” menor ou igual a 0,10). Valores significantes serdo mar-
cados com negrito nos resultados.

Tabela 1. Namero de pacientes segundo diagndstico e grau
de hiperplasia epitelial de 1 a 3

RESULTADOS

Nas Tabelas de 1 a 6 encontramos a analise descritiva
dos resultados em relagdo as varidveis morfolégicas do
epitélio. A Tabela 7 mostra andlise descritiva dos dados, re-
lacionando a medida da espessura da membrana basal na
coloragéo pela técnica do PAS, e na imunoistoquimica para
deteccdo de laminina e colageno 1V, com os diversos diag-
nasticos.

Tabela 2. NUmero de pacientes segundo diagnéstico e grau
de queratose de 1 a 3

Hiperplasia epitelial Queratose
Diagndstico ausente 1 2 3 Total Diagnéstico ausente 1 2 3 Total
Edema de laringe 2 6 1 0 9 Edema de laringe 2 5 2 0 9
Nédulo 2 5 2 0 9 Nédulo 2 5 2 0 9
Pélipo 2 6 0 0 8 Pélipo 1 4 3 0 8
Sem lesdes 0 4 0 0 4 Sem lesdes 0 0 4 0 4
Total 6 21 3 0 30 Total 5 14 11 0 30

Tabela 3. Numero de pacientes segundo diagnéstico e grau
de acantose de 1 a3

Tabela 4. Namero de pacientes segundo diagndstico e grau
de paraqueratose de 1 a 3

Acantose Paraqueratose
Diagnostico ausente 1 2 3 Total Diagnostico ausente 1 2 3 Total
Edema de laringe 1 6 1 1 9 Edema de laringe 5 3 1 0 9
Noédulo 2 6 1 0 9 No6dulo 5 4 0 0 9
Pélipo 1 7 0 0 8 Polipo 4 1 3 0 8
Sem lesdes 0 4 0 0 4 Sem lesdes 0 4 0 0 4
Total 4 23 2 1 30 Total 14 12 4 0 30

Tabela 5. Numero de pacientes segundo diagndstico e grau
de disqueratose de 1 a 3

Tabela 6. NUmero de pacientes segundo diagnéstico e grau
de discariose de 1 a 3

Disqueratose Discariose
Diagnéstico ausente 1 2 3 Total Diagndstico ausente 1 2 3 Total
Edema de laringe 2 5 2 0 9 Edema de laringe 4 5 0 0 9
Nédulo 3 5 1 0 9 Nédulo 4 5 0 0 9
Polipo 1 6 1 0 8 Polipo 4 3 1 0 8
Sem lesdes 0 4 0 0 4 Sem lesdes 4 0 0 0 4
Total 6 20 4 0 30 Total 16 13 1 0 30
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Tabela 7. NUumero de pacientes com membrana basal identificavel pelo PAS e por métodos imunoistoquimicos nos diversos
diagnosticos e dados relativos a sua espessura obtida em milimetros

Diagndstico PAS Laminina Colageno IV
Edema de laringe N 8 8 9
Média 0,003 0,003 0,003
Desvio-padrédo 0,001 0,002 0,002
Minimo 0,001 0,001 0,001
Méaximo 0,005 0,005 0,005
Nédulo N 8 8 8
Média 0,003 0,003 0,003
Desvio-padréo 0,002 0,001 0,001
Minimo 0,001 0,001 0,001
Méaximo 0,005 0,005 0,005
Pélipo N 8 8 8
Média 0,002 0,002 0,002
Desvio-padréo 0,001 0,001 0,001
Minimo 0,001 0,001 0,001
Méaximo 0,003 0,003 0,003
Sem lesdes N 4 4 4
Média 0,002 0,001 0,001
Desvio-padrdo 0 0 0
Minimo 0,002 0,001 0,001
Méaximo 0,002 0,001 0,001
Como mostrou a Tabela 8, ndo houve associagéo en- DISCUSSAO

tre as variaveis morfoldgicas do epitélio e as lesGes laringeas
inflamatdrias avaliadas, ou seja, ndo se pode diferenciar né-
dulo, pélipo e edema de laringe baseando-se nas alteragdes
morfoldgicas do epitélio (p> 0,10).

Houve maior imunoexpressdo de laminina e de
colageno IV na membrana basal dos nédulos quando com-
paradas a dos pélipos (p=0,034 e p=0,036, respectivamen-
te), assim como quando comparadas a das pregas vocais
sem lesdes macroscopicas (p=0,019 e p=0,021, respectiva-
mente). Nodulos tendem a apresentar maior espessura da
membrana basal, quando utilizamos a coloracdo PAS, em
relagdo aos polipos (p=0,102). A membrana basal na edema
de laringe nédo se diferenciou das demais quanto a coloragao
PAS, ou quanto a imunoexpressdo de laminina e colageno
IV (Tabela 9).

Tabela 8. Resultados do estudo da associagao entre diagndstico
e variavel morfolégica epitelial

Variavel morfoldgica epitelial Nivel descritivo (p)

Hiperplasia epitelial 0,688
Queratose 0,999
Acantose 0,999
Paraqueratose 0,321
Disqueratose 0,919
Discariose 0,913

Teste exato de Fisher: p < 0,10

Uma das principais fungdes da membrana basal é a
adesdo celular, uma estrutura importante para integridade
do epitélio da prega vocal. Dos seus componentes, 0s que
mais estao relacionados com adesividade celular sdo colageno
IV e laminina. As lesdes laringeas inflamatorias séo decor-
rentes de diferentes tipos de trauma, assim esperavamos
encontrar altera¢ces na membrana basal que diferenciassem
as referidas lesdes. Decidiu-se por estudar coladgeno IV e
laminina porque sdo estes os componentes mais importan-
tes na adesdo entre epitélio e lamina prépria.s’

A membrana basal € uma estrutura muito pequena
gue tem pouca definicdo na microscopia 6ptica. No nos-
so estudo optamos por este método porque a finalidade
foi pesquisar alteracBes microscopicas que caracterizas-
sem o quadro histopatoldgico das lesdes laringeas infla-
matorias, utilizando métodos e coloragdes acessiveis na
clinica diaria.

Segundo Hirano, um dos principios da fonocirurgia
em lesdes inflamatorias laringeas é a menor manipulacao
possivel das pregas vocais, que deve resultar em minima
superficie cruenta. A finalidade é preservar a lamina pro-
pria, principalmente a camada superficial, para evitar-se
aderéncia epitelial entre as pregas vocais. Como nosso ma-
terial foi proveniente de microfonocirurgia, ndo obtivemos
lamina propria passivel de ser estudada, o que nos fez res-
tringir nosso estudo ao epitélio.®
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Tabela 9. Analise da associagdo entre diagndstico e espessura da membrana basal na coloragdo PAS e na imunistoquimica

para laminina e colageno IV

Variavel Grupos comparados Nivel descritivo (p)
PAS EL x Nédulo 0,980
EL x Pdlipo 0,147
N6dulo x Pélipo 0,102
EL x Sem lesbes 0,450
No6dulo x Sem lesbes 0,359
Pdlipo x Sem lesdes 0,999
LAMININA EL x Nédulo 0,610
EL x Pélipo 0,224
N6dulo x Pélipo 0,034
EL x Sem lesbes 0,116
N6édulo x Sem lesdes 0,019
Pdlipo x Sem lesdes 0,801
COLAGENO IV EL x N6dulo 0,422
EL x Pdlipo 0,344
Nédulo x Pélipo 0,036
EL x Sem lesbes 0,185
Nédulo x Sem lesdes 0,021
Pdlipo x Sem lesdes 0,808

Legenda: EL= edema de laringe
Andlise de variancia: p< 0,10

Feita esta andlise, ndo poderiamos deixar de
correlacionar nossos achados com alguns aspectos da literatu-
ra. Na nossa amostra, os pacientes com diagnoéstico de Nodu-
lo Vocal eram todos mulheres e criancas. Pelo proprio concei-
to de Nédulo Vocal, sabemos que estes sdo excepcionalmen-
te encontrados em homens.’*% A literatura aponta uma inci-
déncia maior de pdlipos em homens do que em mulheres, o
gue também foi por nés observado neste estudo.r’#

Varios tipos de alteracbes morfolégicas epiteliais fo-
ram observados nas les@es laringeas inflamatérias neste es-
tudo: hiperplasia, queratose, acantose, paraqueratose,
disqueratose e discariose. Nao pudemos, porém, diferenciar
nédulo, polipo e cordite edematosa, baseados nestas altera-
¢Oes. Kambic et al. estudaram retrospectivamente amostras
de polipo de corda vocal. Varios tipos de alteracfes epiteliais
foram observadas, desde atrofia severa, até varios graus de
hiperplasia, com ou sem queratose. Ndo houve alteragdo
epitelial patognomdnica no poélipo vocal. Segundo os auto-
res, a distingao entre nédulo e pdélipo dependeria da expe-
riéncia pessoal do patologista, ja que as duas lesdes apre-
sentam alteracGes histologicas muito semelhantes entre si.
Loire et al. estudaram lesdes laringeas inflamatdrias, através
de microscopia Gptica, e encontraram nos ndédulos vocais
varios tipos de alteracdes morfolégicas epiteliais, entre as
guais as mais comuns foram: disqueratose (82%) e
paraqueratose (66%). Nos polipos vocais e cordite edematosa
observaram alteracGes epiteliais menos caracteristicas e em
uma freqiiéncia menor do que as encontradas nos nédulos
vocais: atrofia ou acantose do epitélio nos casos de polipos

ou espessamento irregular nos casos de edema de laringe.”
Kotby et al. observaram, através de microscopia eletrdnica,
presenca de espessamento epitelial em nédulos e pdlipos
vocais, sendo mais freqliente nos primeiros.? Dikkers, Nikkels
estudaram lesdes laringeas inflamatorias, através de micros-
copia optica e eletrdnica, e observaram hiperqueratose e
paraqueratose em intensidade variada. Concluiram que as
alteragdes epiteliais ndo tém valor, como alteragao histologica
isolada, para caracterizar uma lesdo laringea inflamatéria.?

Como citado anteriormente, Hirano introduziu o con-
ceito “cobertura-corpo”, onde considera o epitélio como uma
fina capsula vibratéria capaz de conter a prega vocal duran-
te a fonagdo. Um espessamento na membrana basal levaria
a uma alteracao nesta capacidade vibratéria do epitélio, acar-
retando disfonia.®

Neste estudo, a membrana basal nos Nodulos Vocais
encontrou-se espessada em relagdo aos poélipos e em rela-
¢do a membrana basal do epitélio de pregas vocais normais,
guando utilizada a coloracdo PAS. Houve, também, maior
imunoexpressao de coladgeno IV e laminina na membrana
basal nos nédulos vocais quando comparadas aos polipos e
ao epitélio de pregas vocais normais. Tal achado demonstra
uma desorganizacdo da membrana basal nesta lesdo, que é
considerada uma resposta tipica ao fonotrauma, evidencia-
da pela maior deposi¢do de colageno IV e laminina, molé-
culas responsaveis pela adeséo celular. O nosso trabalho
contribuiu para demonstrar a participa¢édo da laminina no
espessamento da membrana basal de nédulos, o que, até
entéo, ndo havia sido descrito na literatura.
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Muitos autores ja relataram alterac6es da membrana
basal em lesdes laringeas inflamatdrias. Loire et al., utilizando
microscopia Optica, detectaram espessamento da membrana
basal nos nédulos, ja nos pélipos ocorreu adelgacamento da
membrana basal.?” Kotby et al. analisaram, através de micros-
copia eletrbnica, amostras de polipos e ndédulos vocais. Rela-
taram desorganizagdo da membrana basal tanto em nddulos
como em polipos, sendo maior nos primeiros.?® Gray et al.
estudaram ultraestruturalmente a membrana basal em nddu-
los vocais e demonstraram um total desarranjo da arquitetura
da membrana basal.® Posteriormente, Gray et al. ressaltaram
a presenca de aberragbes na membrana basal de nédulos
vocais: duplicacdo da membrana basal, desorganizagéo de sua
arquitetura, maior imunoexpressdo de colageno IV.* Ja nos
polipos vocais as maiores alteraces parecem estar restritas a
lamina propria. Dikkers, Nikkels caracterizaram microscopi-
camente o nddulo vocal como uma combinagéo de espessa-
mento de membrana basal com auséncia de hemorragia ou
edema; ja os polipos correspondem a uma combinacgédo de
sinais de sangramento, recente sem muitas alteracdes na
membrana basal.® Gray et al. e Courey et al. estudaram le-
sBes laringeas inflamatdrias, através de microscopia Optica, e
relataram espessamento da membrana basal nos nédulos vo-
cais, devido a maior deposicdo de colageno 1V, por outro
lado, a membrana basal nos poélipos vocais apresentou espes-
sura mais préxima do normal. 2=

No presente trabalho, o edema de laringe néo se dife-
renciou das outras lesdes inflamatdrias, nem mesmo das pre-
gas vocais sem lesGes macroscopicas, em relacdo as altera-
¢cOes de membrana basal. Gray et al. concluiram que edema
de laringe e polipo apresentam membrana basal normal, es-
tando as alteragGes microscopicas localizadas, principalmen-
te, na lamina propria.?® Dikkers, Nikkels caracterizaram edema
de laringe, por meio de microscopia Optica e eletrdnica, como
uma combinacdo de espessamento de membrana basal com
presenca de edema, sinais de sangramento e espessamento
de vasos na submucosa.?® Courey et al. encontraram no edema
de laringe membrana basal com poucas alteragbes.®

O diagnaostico clinico de nddulo e polipo, baseado
em altera¢des do exame endoscdpico, torna-se muitas ve-
zes dificil, pois nem sempre estas lesdes apresentam com
clareza as diferencas conceituais, como anteriormente ex-
posto. De acordo com nossos resultados, a diferenciagdo
entre estas duas lesdes, pela microscopia 6ptica, é clara.
Assim, considerando nosso objetivo, podemos afirmar que,
se na microscopia Optica forem utilizadas coloracéo pelo
PAS e imunoistoquimica para laminina e colageno 1V para
deteccdo de membrana basal, sera possivel ter informacées
relevantes para o diagndstico final das lesGes.

CONCLUSOES

Do estudo da diferenciacgéo histolégica do Nodulo
Vocal em relagédo aos polipos e ao edema de laringe, base-

ada em altera¢Ges da membrana basal, evidenciadas por
meio da coloracdo pela técnica do PAS e por técnicas de
imunoistoquimica para detec¢do de laminina e colageno
IV, podemos concluir que o Nédulo Vocal diferencia-se dos
polipos nas trés técnicas utilizadas e do epitélio das pregas
vocais sem lesGes macroscopicas quanto a imunoexpressado
de laminina e coladgeno IV. Edema de laringe néo se dife-
rencia das demais lesbes, nem de pregas vocais hormais,
quando utilizadas as técnicas acima descritas para estudo
da membrana basal. Na por¢éo celular do epitélio, nédo fo-
ram encontradas diferengas entre os varios diagnosticos
clinicos.
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