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ARTIGO ORIGINAL

ORIGINAL ARTICLE

Deteccao de receptor de
acido hialurénico em prega
vocal humana por método
imunohistoquimico

Luiz Henrique Fonseca Barbosa', Hugo Valter
Lisboa Ramos? Luciano Rodrigues Neves?,
Noemi Grigoletto De Biase®, Celina Oshima’, José
Eduardo de Sd Pedroso®, Paulo Augusto de Lima
Pontes’

Resumo

O receptor do acido Hialurénico é uma glicoproteina
da membrana plasmadtica, sendo o principal o CD44, e estd
expresso em varios tipos de células onde possui a fungio
de adesao celular. Objetivo: Estudar a possibilidade de
empregar o método imunohistoquimico para identificar a
distribui¢ao dos receptores de acido hialurénico ao longo da
prega vocal humana. Material e Métodos: Foram ressecadas
as pregas vocais normais de um individuo de 23 anos, sexo
masculino, cor negra. As ldminas foram analisadas por meio
de estudo histomorfométrico, comparando-se a intensidade
das cores nas camadas superficial, média e profunda da la-
mina prépria. Nas laminas silanizadas foi utilizado método
imunohistoquimico, sendo avaliadas através de microscopia
optica com aumento 40 vezes, obtendo colora¢io marrom
onde houve a reacdo com receptor para acido hialurdnico.
Resultados: Os achados imunohistoquimicos mostraram
presenca de receptores para dcido hialurbnico no epitélio
de cobertura da prega vocal tendo maior concentracao na
regido central da prega vocal. Conclusiio: A técnica de
imunohistoquimica, utilizada para avaliar a distribuicao dos
receptores para acido hialurénico na pregas vocais huma-
nas, mostrou sua disposi¢do em epitélio da prega vocal e
predominio no terco médio, em relacdo as demais regioes
na prega vocal estudada.

Detection of Hyaluronic Acid
Receptor in Human Vocal Folds
by immunohistochemistry

Palavras-chave: imunohistoquimica, laringe, prega vocal,
acido hialurénico.
Keywords: immunohistochemistry, larynx, vocal fold,
hyaluronic acid.

Summary

Hyaluronic acid receptor is a glycoprotein of the plasmatic
membrane, and the CD44 is its representative, expressed in
many cell types where it has the task of cell adhesion. Aim:
the goal of the present experimental study is to investigate
the possibility of using immunohistochemistry to identify the
distribution of hyaluronic acid along the vocal fold. Materials
and Methods: We resected the normal vocal folds from a
normal 23 year-old male black individual. The slides were
analyzed by means of a histomorphometric study, comparing
the color intensity in the superficial, middle and deep
layers of the lamina propria. In the silanized slides we used
immunohistochemistry, and evaluated the slides under light
microscopy with 40x magnification, and the color changed
to brown when there was a reaction with the receptor for
hyaluronic acid. Results: Immunohistochemical findings
showed the presence of hyaluronic acid receptors in the
epithelium covering the vocal fold, being more concentrated
in the central region of the vocal fold. Conclusion:
immunohistochemistry, used to assess the distribution of
hyaluronic acid receptors in the central portion of the vocal
fold, proved it to be present in the vocal fold epithelium and
it prevailed in its middle third.
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INTRODUCAO

A fonacao € a funcio mais recente na filogenética
laringea, utilizando a mesma estrutura anatdmica da res-
piracao e degluticao, sendo necessario um maior controle
do sistema nervoso central.

A fisiologia da producao dos sons pelas pregas vo-
cais (PPVV) mantém intima relacdo com as caracteristicas
da lamina prépria (LP).

A estrutura histologica da prega vocal (PV) foi
descrita nas seguintes camadas: a superficial, também
chamada de espaco de Reinke, formada por fibras elds-
ticas e coligenas de modo frouxo em sua organizacio;
a intermedidria, formada por maior quantidade de fibras
elasticas e coligenas; e a profunda da LP formada por
maior quantidade fibras colagenas dispostas paralelamente
ao eixo longitudinal da PV. A unido das camadas interme-
diaria e profunda da LP forma o ligamento vocal. A partir
desta estrutura trilaminar da LP, desenvolveu-se a teoria
do corpo-cobertura e correlacionou-se com a vibra¢ao
da prega vocal de acordo com a distribuicao das fibras
elasticas e colagenas'.

O epitélio que recobre a mucosa da prega vocal €
formado por epitélio pseudoestratificado cilindrico ciliado
nas faces vestibular e infraglética, sendo que na borda livre
o epitélio € estratificado, nao queratinizado.

A cobertura da PV (formada pelo epitélio e camada
superficial da LP) vibra sobre as camadas mais profundas
da LP (ligamento vocal e musculo vocal) formando a onda
mucosa da prega vocal?.

A liberdade de movimentos da cobertura da prega
vocal depende das condi¢oes da lamina propria. Esta é
dependente da adequada estrutura da matriz extracelular
e distribuicao das proteinas, refletindo na qualidade da
VOZ.

A matriz extracelular (MEC) contém complexos
macromoleculares relativamente estaveis, formados por
estruturas de diferentes naturezas que siao produzidas
e exportadas pelas células, modulando a estrutura, bio-
mecanica e fisiologia dos tecidos. Esta biomecanica esta
intimamente ligada 2 quantidade de tecido vibratil®.

O Acido Hialuronico (AH) € um glicosaminoglicano
(GAG) nio sulfatado de alto peso molecular sintetizado
na membrana plasmdtica por um complexo enzimatico
de varios tipos celulares, representando o principal GAG
dos tecidos conjuntivos e € liberado para fora da célula,
a medida que é produzido™®.

O AH na prega vocal tem fun¢io de promover uma
adequada viscoelasticidade na lamina propria para a for-
macdo da onda mucosa durante a fonacio e absorcao de
impacto, protegendo-a de traumas causados pelo contato
constante das PPVV durante a fonacao e manutencao da
viscosidade e elasticidade tecidual para manutencio do li-
miar energético e controle da freqiéncia fundamenta®®.

A distribuicio do AH se faz presente na membrana

basal e musculo vocal, e ausente no epitélio da PV como
demonstrado em estudos em laringes de coelhos com a
utilizacio de proteina de ligacio especifica por meio de
método histoquimico’.

O receptor do AH é uma glicoproteina da mem-
brana plasmatica da célula, sendo o principal o CD44'.
Estas isoformas de receptores apresentam grande hete-
rogeneidade em sua estrutura primdria. Acredita-se que
a estrutura complexa tem importincia na realizacao das
funcoes como: interacao célula-célula; e célula-matriz
extracelular'.

O CD44 estd expresso em varios tipos de células
onde possui a funciao de adesao celular, incluindo linfo6-
citos, células mieloides, fibroblastos, retina e células gliais
do Sistema Nervoso Central'.

A agregacio dos virios tipos de células pode ser
inibida por enzimas que degradam o AH. Estudos revelam
que o receptor reconhece a sequiéncia de ac¢icar do AH,
podendo, também, se ligar ao chondroitin sulfato com
baixa afinidade, mas nao a outro GAG™.

Mecanismo para a remocao do AH depende do
aumento da concentragio de receptores CD44. Esses re-
ceptores sa0 responsaveis pela ligacio do AH a superficie
da célula podendo ser carregado para o interior da célula
sendo degradado por enzimas lisossomais'?.

Os receptores em tecido epitelial estio preferen-
cialmente expressados em células em proliferacao quando
comparados com tecidos que nao estavam em proliferacao
celular.

A alta concentracao de AH e altos niveis de CD44
tem grande relacdo com tumorogénese, levando o CD44
ser considerado marcador tumoral para tumores urolégicos
e mama principalmente'".

O estudo da concentracio do AH e dos seus recep-
tores ao longo das camadas das pregas vocais € importante
para entendimento de suas fun¢des e posterior compara-
¢ao com estudos em pregas vocais alteradas.

O objetivo deste trabalho experimental € estudar a
possibilidade de empregar o método imunohistoquimico
para identificar a distribuicao dos receptores de acido
hialurénico ao longo da prega vocal humana.

MATERIAL E METODO

O projeto de pesquisa foi analisado e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP: 1298/04) e contou
com o consentimento do Instituto Médico Legal. Apos a
aprovacio pelo Comité de Etica, foi iniciado o estudo.

Obedecendo as normas e diretrizes do IML, foram
coletadas dez pregas vocais oriundas de cinco cadaveres
com idade entre 20 e 40 anos, género masculino, sendo
3 de cor branca e 2 de cor negra, morte causada por
ferimento de arma de fogo. Individuos submetidos a in-
tubacido traqueal, trauma cervical e mais de 12 horas de
obito foram excluidos.
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As pregas vocais foram coletadas por meio de cer-
vicotomia anterior, identificando o arcabouco laringeo.
Realizou-se a abertura da luz faringea por incisio em
regiao supraglética, identificando-se a regiao glética. A
laringe foi isolada das estruturas vizinhas e retirada do
cadaver apos separaciao da traquéia entre o segundo e
terceiro anel cartilagineo.

A regiao posterior da laringe foi aberta por meio
de incisao na musculatura interaritendidea e na cartilagem
cricoidea. Com a exposicao das pregas vocais, o exame
macroscopico foi realizado para que se excluissem do
estudo aquelas que apresentassem lesdes, hematomas, he-
morragias ou outros sinais de trauma. As pregas vocais que
nao apresentaram lesdes macroscopicas foram medidas e
dissecadas da cartilagem tiredidea, tendo como plano de
clivagem o pericondrio interno. As pregas vocais retiradas
foram afixadas em superficie de madeira, mantendo as
dimensoes preservadas, com a utilizacao de alfinetes, a
fim de se evitar a retracao ou tor¢ao do tecido. Utilizou-se
a musculatura como ponto de fixacdo, preservando-se o
epitélio e LP1314,

Para o transporte das pregas vocais, foi utilizada
solucao salina 0,9% dentro de frascos individualizados,
evitando a desidratacao durante o transporte do IML ao
laboratorio.

As pregas vocais que apresentaram quaisquer
alteracdes microscopicas da mucosa foram descartadas.
A andlise microscopica das pregas vocais foi realizada
por meio de um microscépio DF Vasconcelos 9000 com
aumento de 40 vezes. Apds esta analise, as pregas vocais
de um individuo de 23 anos, de cor negra, foram consi-
deradas normais e, aleatoriamente, a prega vocal direita
foi selecionada para o estudo.

A prega vocal foi fixada em solucao de formaldeido
a 10%, tamponado. A desidratacio do tecido ocorreu por
meio de sucessivos banhos de alcool etilico absoluto.
Posteriormente, foram realizados varios banhos de xilol e
parafina até que a prega vocal estivesse parafinada.

Para a andlise em toda a extensdao da PV, a mesma
foi seccionada transversalmente em nove regioes, distan-
tes a cada 1lmm. Os fragmentos estendiam-se da borda
anterior da prega vocal - nomeada de regiao de nimero
1 - até o processo vocal da cartilagem aritenodidea - regiao
de nimero 9. Os nove fragmentos foram incluidos em
diferentes blocos de parafina. Cada bloco recebeu como
identificador o nimero da posicio em que se encontrava
na prega vocal.

De cada segmento da prega vocal foram retirados
quatro cortes com 4 micrdmetros de espessura para con-
feccao das laminas para estudo histolégico e imunohisto-
quimico. Trés cortes de cada segmento foram utilizados
para a realizacio das coloracoes Hematoxilina-Eosina (HE)
Tricromio de Masson e Alcian Blue e o quarto corte foi

utilizado para a realizacio do estudo imunohistoquimico
com laminas previamente silanizadas. As [aminas com HE
e Tricrdmio de Manson foram utilizadas para orientacio
no estudo histolégico. Foi utilizado anticorpo policlonal
contra proteina de ligacao do acido Hialuronico obtido a
partir de cartilagem nasal bovina liofinizado e fabricado
pelo laboratorio USBiological.

As laminas foram analisadas por meio de estudo
histomorfométrico, comparando-se a intensidade das co-
res nas camadas superficial, média e profunda da lamina
propria.

Para a determinacao dos campos de estudo, na
camada superficial a regido escolhida encontrava-se jus-
taposta 2 membrana basal. Quanto as camadas profunda
e intermedidria, os campos definidos foram adjacentes
ao plano muscular e na por¢cao média da LP, respectiva-
mente.

As laminas silanizadas onde foi utilizado método
imunohistoquimico foram observadas através de micros-
copia Optica com aumento 40 X, observando colorac¢io
marrom onde houve a reacao com receptor para AH.

As imagens das laminas foram digitalizadas com o
emprego de camera digital (Sony Hyper HAD) acoplada
a microscopio Optico (Laboval 4) utilizando-se aumento
de 400 vezes. A imagem congelada foi processada pelo
software DIRACOM3, atualmente remodelado e comercia-
lizado com o nome de Imagelab 2000314,

Os resultados foram analisados descritivamente.

RESULTADOS

A Tabela 1 mostra a quantidade de 4cido hialurénico
encontrado na LP da prega vocal medida pela coloragio
Alcian Blue. Os valores encontrados foram distribuidos de
acordo com a regido da prega vocal e com a camada da
LP estudada. Esses valores correspondem a porcentagem
da drea das cores selecionadas pelo software Imagelab
2000 em relacao a area da imagem original.

Analisando os valores obtidos na coloracao Alcian
Blue, observou-se que as camadas intermediaria e pro-
funda da prega vocal apresentam valores maiores aos da
camada superficial e que esta distribuicao ocorre ao longo
de toda a prega vocal, apresentando valores menores
na por¢ao central da prega vocal em relacio as regides
anterior e posterior onde se localizam as maculas flavas
(Figuras 1, 2, 3).

Os achados imunohistoquimicos apresentaram
presenca de receptores para acido hialurdnico no epitélio
de cobertura da prega vocal tendo maior concentracao
na regido central da prega vocal (4reas 4, 5, 6) com algu-
mas células em outras regides do epitélio e auséncia de
receptores nas camadas da 1amina propria da prega vocal
(Figuras 4, 5, 0).
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Tabela 1. Porcentagem de cor azul nas laminas coradas pela técni-
ca Alcian Blue nas camadas superficial, média e profunda da prega
vocal.

Areas Cama.dg . Camacli:a. Camada
Superficial intermediaria Profunda
1 2,4 23,6 21,7
2 3,1 23,0 33,7
3 1,4 12,0 9,1
4 1,1 9,1 8,9
5 2,0 8,6 9,4
6 1,3 10,0 9,6
7 1,0 10,4 9,3
8 2,9 20,3 18,8
9 1,4 23,5 23,0

Figura 1. Macula flava anterior - La&mina com coloragéo Alcian Blue

Figura 2. Area intermediaria de prega vocal - LAmina corada com
Alcian Blue.

Figura 3. Macula Flava posterior - L&mina corada com Alcian Blue.

Figura 4. Area de Macula Flava Posterior - Lamina com método imu-
nohistoquimico mostrando auséncia de células do epitélio coradas
em marrom.

DISCUSSAO

As pregas vocais sao complexas, de estrutura tri-
laminar constituida de virios tipos de tecidos como epi-
télio, tecido conectivo, musculo estriado, nervos e vasos
sanguineos®.

A importancia da lamina propria na producgio
da voz é observada clinicamente nas desordens de sua
vibracio encontradas em alteracdoes anatdomicas e lesdes
secundarias, levando a disfonia'®.

O AH e outras macromoléculas encontradas na
matriz extracelular da lAmina prépria tém importancia me-
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Figura 5. Regido intermediaria de prega vocal - Lamina com método
imunohistoquimico mostrando presenca de inUmeras células do epi-
télio coradas em marrom.

Figura 6. Area de macula flava anterior - LAmina com método imu-
nohistoquimico mostrando poucas células do epitélio coradas em
marrom.

cinica e biolégica nas propriedades das pregas vocais.

Uma das fun¢des do AH é promover uma menor
viscosidade dindmica, garantindo adequada producao de
sons em frequiéncias altas com menor limiar energético®.

Para melhor entender a fisiologia do AH na lamina
propria é que se faz necessario o maior conhecimento
da distribuicao e concentracao ao longo da prega vocal.
Estudos foram realizados, e em sua maioria analisando
apenas o terco médio da por¢io membranosa da PV.

Estudos em prega vocal avaliando concentracio e
distribuicio do AH, utilizando como marcador uma son-
da de ligacio ao AH isolada de cartilagem nasal bovina
observaram uma maior concentracio do AH nas maculas
flavas, anterior e posterior, da prega vocal e distribuicao
na camada intermedidria da PV e ao redor das fibras mus-
culares e cipsula das glandulas®".

As maculas flavas sao formadas por uma massa de
fibras elasticas e constituiriam uma prolongacao da camada
intermedidria da lamina propria da PV. Com a funcao de
proteger o ligamento vocal de possiveis lesdes mecanicas,
essas estruturas funcionariam como um amortecedor de
impactos resultantes da vibracao das pregas vocais. Pos-
teriormente mostrou-se que as mdculas flavas também
eram compostas por fibras coldgenas, fibroblastos e outras
substancias extracelulares e desempenhariam importante
papel no crescimento e desenvolvimento da prega vocal,
sendo responsaveis pela formacao das fibras coldgenas,
elasticas e pela formacio dos demais componentes da
matriz extracelular, observando funcoes do AH, porém
nao o identificando®.

A presenca de AH ao redor das fibras do musculo
vocal ¢ justificada porque leva a lubrificacao facilitando
movimentos rapidos. Esses movimentos sao necessarios
para que a laringe cumpra sua funcao de protecao da via
aérea inferior durante a degluticao’.

O receptor de dcido hialurdnico € membro de um
grupo de proteinas da membrana plasmatica que mantém
a interacao entre a superficie da célula e componentes da
matriz extracelular. Outros membros desse grupo incluem
receptores para fibronectina, coldgeno, laminim e heparan
sulfato. A combinacio dos efeitos de cada componente ¢é
que origina a propriedade adesiva da célula’.

Ha evidéncias da expressiao dos receptores do AH
em células onde ha proliferacio celular, como nas criptas
de Lieberkuhn encontradas na parede do cdlon, e em
grande variedade de epitélio estratificado como lingua,
esofago, epiderme de hamster. Em outros tipos epiteliais
como células mesoteliais da cornea e estomago nao foram
encontrados receptores para AH™.

Essas evidéncias foram apresentadas apds estudos
com células 3T3 que apresentam crescimento inibido
por contato devido a alta densidade das células, onde
observou grande expressao do receptor no grupo que
apresentava o crescimento € menor expressao no grupo
sem crescimento'’.

A relagao entre a expressio de CD44 e a auséncia
de AH na formacao do foliculo piloso sugere, porém, nao
prova que a expressao de CD44 faz com que células me-
senquimais e macrofagos realizem degradacao do AH'.

Em nosso estudo n2o apresentamos reacdes especi-
ficas para acido hialuronico, porém, o estudo histologico
com Alciam Blue mostrou-se semelhante ao encontrado
pelos realizados com uso de técnica especifica para de-
teccao do GAG e os achados com a imunohistoquimica
para receptor de AH foi compativel aos estudos feitos com
técnica semelhante, apesar de termos estudado apenas
uma prega vocal.> 1217,

Pensamos que a maior concentracio de receptor de
AH na regiao central da PV se da pela maior proliferacio
celular do local devido ao maior contato encontrado entre
as pregas vocais.
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A concentracao de AH e seu receptor inversamente
proporcional ao longo da PV também estd de acordo com
estudos relatados, pois na regiao onde é encontrada a
mdcula flava ha uma maior concentracao de AH que tem
a funcio de coxim para absorcao de impacto utilizando
a funcio hidrofilica do AH, por isso ha menor concentra-
cao dos receptores, pois a auséncia destes leva a maior
penetracao de componentes para a lamina propria das
pregas vocais.

Os estudos da fisiologia e dos constituintes da
lamina propria das pregas vocais sio de grande impor-
tincia para o tratamento das variacoes apresentadas pelas
alteracoes estruturais minimas que apenas o tratamento
cirdrgico nao € capaz de corrigir, pois a desorganizacao
das estruturas amorfas da LP ainda permanece mantendo
a alteracdo da vibra¢ao da onda mucosa.

Por isso, o entendimento da composicao e da fun-
cionabilidade da matriz extracelular nas diferentes camadas
da prega vocal faz-se necessario para a elaboracao de um
tratamento, no futuro, definitivo.

CONCLUSOES

A técnica de imunohistoquimica ¢ adequada para
avaliar a distribuicao dos receptores para Acido Hialurd-
nico na pregas vocais humanas.
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