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ARTIGO ORIGINAL

ORIGINAL ARTICLE

Papilomatose laringea: analise
morfologica pela microscopia
de luz e eletronica do HPV-6

Regina Helena Garcia Martins’, Norimar H. Dias?,
Elisa Aparecida Gregorio’, Maridngela Alencar
Marques*, Mdrcia Guimardes da Silva’, Jodo
Manuel Grisi Candeias®

Resumo

Papilomatose laringea € neoplasia benigna mais freqliente
nas criancgas, causada pelo HPV, principalmente subtipos 6
e 11 e caracteriza-se pela presenca de lesoes proliferativas
exofiticas e recidivantes sobre a mucosa das vias aérea, em
especial na laringe. Forma de Estudo: Clinico prospectivo.
Objetivos: Demonstrar alteracoes epiteliais morfologicas
(pela microscopia de luz e eletronica) em lesoes papiliferas
casadas pelo HPV-6. Material e Métodos: Fragmentos de
lesodes de papilomatose laringea, colhidos durante procedi-
mento cirdrgico de quatro criancas (1 masculino, 3 femininas),
foram submetidos a tipagem do HPV (por método de PCR),
andlise pela microscopia de luz e microscopia eletronica
(varredura e transmissao). Resultados: Na tipagem, todos
os papilomas eram do subtipo 6. A microscopia de varredu-
ra identificou proje¢oes epiteliais de varios tamanhos, com
células superficiais em descamac¢ao. A microscopia de luz
demonstrou lesoes exofiticas, revestidas por epitélio hiper-
plasico com coil6citos e binucleagdes, caracteristicos do HPV.
A membrana basal e o cérion adjacente estavam integros. A
microscopia eletrénica de transmissdo identificou-se vacuo-
lizacao perinuclear e alargamento das jung¢oes intercelulares.
Conclusdes: As alteracdes morfologicas apresentadas pelo
HPV-6 demonstram o cardter ndo-invasivo da lesio, sendo
necessario estudos morfolégicos adicionais relacionando os
outros tipos de HPV, considerados mais agressivos, com os
achados ultra-estruturais.

Laryngeal papillomatosis:
morphological study by light
and electron microscopy of the
HPV-6

Palavras-chave: laringe, microscopia, papilomatose, ultra-
estrutura.
Keywords: larynx, microscopy, papillomatosis, ultrastructure.

Summary

Laryngeal papillomatosis is the most frequent benign
neoplasia in children. It is caused by HPV 6 and 11. The
lesions are exophytic and highly recurrent, compromising
the airway mucosa, mainly the larynx. Study design - clinical
prospective. Aims: to show morphologic alterations of the
epithelium (light and electron microscopy) in the HPV-6
lesions. Methods: specimens of laryngeal lesions obtained
during surgery of four children (1 male, 3 female) were
submitted to HPV typing (PCR), light microscopy and
electron microscopy. Results: in all specimens, HPV type
6 was found. Epithelial projections were found by electron
microscopy with superficial cells in desquamation. Light
microscopy showed exophytic projections of the keratinized
stratified squamous epithelium overlying a fibrovascular core.
Koilocytes (vacuolated cells), suggesting the viral infection
by HPV, were identified. No alterations were seen in the
basement membrane and corion. Ultraestrutural analysis
showed vacuolated cells with clear cytoplasmic inclusions,
intercellular injuries and widening intercellular spaces.
Conclusions: morphologic alterations of the epithelium
in the HPV-6 lesions are superficial, and additional studies
including the others HPV types are needed to show the more
aggressive and extensive aspect of the disease.
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INTRODUCAO

A papilomatose laringea € uma neoplasia benig-
na, caracterizada pela presenca de lesdes proliferativas
exofiticas de tecido conjuntivo revestido por epitélio. De
maneira geral, inicia-se na comissura e terco anterior das
pregas vocais, podendo afetar, posteriormente, todas as
porcoes da laringe, envolvendo, em alguns casos, também
traquéia, bronquios e parénquima pulmonar. As lesoes sao
geralmente multiplas, raramente solitarias'>.

A forma infantil ou juvenil acomete criancas logo
nos primeiros anos de vida, manifestando-se por rouqui-
dao fixa, que evolui para dispnéia progressiva, podendo
chegar a quadros dramdticos de desconforto respirato-
rio e estridor. Nestas situacoes, encontram-se multiplas
lesoes vegetantes confluentes ocluindo a luz glotica,
estendendo-se, muitas vezes, as estruturas da supraglote
e da subglote. A forma adulta acomete adolescentes e
adultos, manifestando-se com lesdes menos numerosas,
focais e menos recidivantes, porém com maior potencial
de malignizacao.

A etiologia viral da papilomatose laringea foi ini-
cialmente descrita por Ullman em 1923°. Posteriormente
foi definido o virus HPV (papilomavirus humano) como
agente etiologico, demonstrado por meio da microscopia
eletrdnica, das técnicas de hibridizacao in situ e pela reacao
em cadeia de polimerase (PCR)*®. Com o avanco dessas
técnicas, foram sendo identificados diferentes subtipos do
papilomavirus, existindo atualmente mais de 60 deles. A
papilomatose laringea € a manifestacao mais importante da
infeccao laringea pelo HPV, particularmente dos subtipos
6 e 11, também relacionados aos condilomas genitais’.
Por outro lado, os subtipos 16 e 18 relacionam-se tanto
com as neoplasias laringeas como com o carcinoma de
colo uterino'™'.

Apesar dos avancos nos estudos do DNA do HPV,
seu modo de transmissao ainda nao esta totalmente escla-
recido. Fortes evidéncias indicam sua transmissao através
do canal do parto, em maes portadoras de condiloma
genital, uma vez que, nesses casos, a pesquisa do HPV
€ positiva tanto nas vias aéreas dos neonatos como nos
condilomas genitais maternos'?. Entretanto, em outras
situacoes, o HPV € positivo nos recém-nascidos mesmo
em maes sem antecedentes de condiloma genital, indi-
cando a possibilidade de infeccio subclinica e latente,
explicando as recidivas apos longos periodos de remissao
da doenca®.

Alguns estudos tém demonstrado ainda a presenca
de HPV em lesdes benignas da laringe como em polipos,
edema de Reinke, leucoplasias, liquen plano e até mesmo
em mucosa oral normal'*'®. Desta forma, fica cada vez mais
evidente que a simples presenca do HPV na mucosa das
vias aéreas superiores nao € o fator determinante para o
desenvolvimento da doenca. Outros fatores associados a

presenca do virus tém sido considerados, como a imu-
nodeficiéncia e as infeccoes associadas, destacando-se
entre estas o Herpes virus, o Epstein Barr virus (EBV) e o
Citomegalovirus (CMV)'*!7. Neste sentido, alguns autores
tém procurado demonstrar uma possivel susceptibilidade
genética que determinaria o desenvolvimento ou nio da
papilomatose laringea em virtude da infeccao epitelial
pelo HPVS1,

Mesmo com os avancos diagnosticos, a papiloma-
tose laringea ainda € um grande desafio para médicos
pediatras, infectologistas, imunologistas e otorrinolaringo-
logistas, e cada pesquisa desenvolvida com HPV adiciona
informacodes preciosas que colaboram para desvendar os
mistérios da doenca, havendo poucos estudos morfolo-
gicos nessa area.

O objetivo do presente estudo foi analisar as altera-
¢coes morfologicas observadas na papilomatose de laringe
causada pelo HPV de subtipo 6.

MATERIAL E METODOS

O estudo recebeu aprovacio do Comité de Etica
da instituicao onde foi realizado (Oficio 411/2006). Foram
analisadas as espécimes obtidas durante procedimento
cirargico de quatro criancas com diagnostico de papi-
lomatose laringea, acompanhadas nos ambulatérios de
Foniatria e Distirbios da Voz do servico onde o estudo
foi realizado. Entre as criancas portadoras da doenca, e
incluidas neste estudo, 1 era menino e 3 eram meninas,
sendo que trés possuiam idade entre 3 e 6 anos e uma
delas, 15 anos. Todas as criang¢as apresentavam sintomas
de rouquidao e desconforto respiratorio, principalmente
aos grandes esforcos e ja haviam sido submetidas a va-
rios procedimentos cirdrgicos anteriormente. Nenhuma
mie relatava a presenca de lesoes papiliferas genitais ou
tratamento prévio de condiloma.

No momento da cirurgia, alguns fragmentos das
lesoes laringeas foram reservados para andlise de micros-
copia de luz e eletrénica (transmissao e varredura), bem
como para a caracterizacao do subtipo do HPV, por meio
de técnicas moleculares.

Microscopia de luz - para este estudo os fragmentos
foram inicialmente fixados em formaldeido a 10%, por no
minimo 48 horas, incluidos em parafina, cortados e cora-
dos pela hematoxilina-eosina. Para melhor visualizacao da
membrana basal, foram também submetidos a colora¢io
pelo PAS (Periodic Acid-Schiff). Apds a preparacao do
material, as lAminas histolégicas foram examinadas em
microscopio de luz com diferentes aumentos e captura
de imagens em camera digital (Software Leica Q-Win
versdo 3.1).

Microscopia eletronica - para os estudos de micros-
copia eletronica de varredura e de transmissao novos frag-
mentos foram fixados em glutaraldeido a 2,5% e seguiram
a seqliéncia de procedimentos estabelecida pelo Centro
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de Microscopia Eletronica do Instituto de Biociéncias. No
exame de microscopia eletrdnica de varredura, apos o
preparo, as pecas foram examinadas e fotografadas em
microscopio eletronico de varredura (SEM 515, Philips
-Holanda), sob tensao de 15KV, rastreando-se quadrante
por quadrante de toda superficie exposta, sendo entao
fotografados em aumentos crescentes. No exame de
microscopia eletronica de transmissao os cortes foram
examinados e fotografados em microscopio eletrdnico de
transmissao (modelo EM 301, Philips AG - Holanda).

Os resultados das anilises morfoldgicas foram
apresentados de forma descritiva.

Tipagem do HPV - o DNA viral foi extraido com
solucao CTAB (cetyltrimethylammonium bromide) e
submetido a reacao de cadeia de polimerase (PCR). Para
realizacao da tipagem, o DNA do virus foi transferido para
uma membrana pela técnica de Dot Blot. Para a deteccao
de varios tipos de HPVs, foram utilizadas sondas marca-
das, empregando-se o kit AlkPhos Direct (Amersham). A
eficiéncia das amplificacoes foi monitorada pela eletrofo-
rese da reacao em gel de agarose 1,5% (Gibco BRL). O
tamanho dos produtos amplificados foram comparados
com o padrao de 123 pb (Gibco BRL) e posteriormente
fotografados sob transiluminacao ultravioleta.

RESULTADOS

No presente estudo, todas as espécimes examinadas
correspondiam ao HPV subtipo 6. A mucosa das pregas
vocais comprometida pelo HPV apresentava-se recoberta
por brotos papiliferos e exofiticos de colorac¢ao palida, com
predilecao para a regiao glética anterior (Figura 1). Pela

Figura 1. Exame endoscépico da laringe. Observam-se brotos exofi-
ticos de coloragédo palida em ambas as pregas vocais.

Figura 2. Em a corte histolégico do papiloma escamoso (HE. 40X);
b - numerosos coilécitos (HE,200X); ¢ - detalhe dos efeitos citopaticos
do virus com inUmeras células apresentando vacuolizagéo perinucle-
ar, além de paraceratose (HE.- 400X); d - binucleagéo nos coilécitos
(seta- HE. 400X).

Figura 3. Superficie da mucosa laringea comprometida pelo papi-
loma virus tipo 6. Aspecto mamelonado da mucosa com brotos se
projetando da superficie em diferentes tamanhos apresentando varias
células em descamagao (Microscopia eletronica de varredura; a-50X;
b-1.000X; c-2.500X; d-200X).

microscopia de luz, as laminas coradas pela HE mostraram
lesoes exofiticas revestidas por epitélio hiperpldsico com
papilomatose, acantose e hiperparaceratose. Os cerati-
nocitos apresentavam nucleos hipercorados, irregulares
com cromatina de aspecto aveludado e halo perinuclear
claro e bem definido, caracterizando os coilocitos. Figuras
de mitose foram raras e tipicas e as binucleacdes foram
frequentes (Figura 2).

Quando examinadas pela microscopia eletronica
de varredura as pregas vocais apresentavam-se recobertas
por projecoes epiteliais com varias células superficiais em
descamacio. Os brotos variavam de tamanho; entre bro-
tos maijores surgem outros menores, com caracteristicas
semelhantes. Em determinadas dreas a descamacio das
células parecia mais intensa (Figura 3).

RevisTA BRASILEIRA DE OTORRINOLARINGOLOGIA 74 (4) JurHO/Acosto 2008
http://www.rborl.org.br / e-mail: revista@aborlccf.org.br



Pela microscopia eletronica de transmissao as célu-
las apresentavam seus nucleos com a cromatina descon-
densada e nucléolos bem evidentes. No citoplasma foram
identificadas varias organelas, em especial as mitocon-
drias, indicando intenso metabolismo celular. Os espacos
intercelulares, que deveriam ser do tipo interdigitacao,
encontravam-se alargados, destorcendo as estruturas dos
desmossomos. A vacuolizacao perinuclear, observada na
microscopia de luz, foi também evidente a microscopia
eletronica de transmissao (Figura 4).

Figura 4. Em a, células epiteliais com cromatica descondensada,
nucléolos bem evidentes (3.250X) alargamento das jungbes celulares.
Em b destaque para a vacuolizacao perinuclear (seta, 11.000X)); em
¢ - detalhe da membrana basal com aspecto normal e integra (seta,
6.300X)- Microscopia eletronica de transmissao.

DISCUSSAO

A papilomatose pode se manifestar como grave
comprometimento da mucosa laringea, apresentando
lesoes recidivantes nao apenas nas pregas vocais, mas
também em faringe e em traquéia levando, em casos ex-
tremos, aos quadros de insuficiéncia respiratoria aguda. E
a neoplasia benigna laringea mais comum em criancas e,
embora descrita hd décadas, sua fisiopatologia e o trata-
mento ainda tem sido motivo de virias pesquisas®*.

O HPV é um DNA virus que parasita o nucleo das
células epiteliais. A identificacao do virus € dificil pela
microscopia de luz e eletronica, como demonstrado neste
estudo, sendo necessaria a utilizacao da biologia molecular
para a confirmacao do parasita e determinacao do subtipo.
Neste estudo, uma alteracao epitelial marcante, registrada
tanto na microscopia de luz como na de transmissao, foi

a vacuolizacao perinuclear, caracteristica da infeccio pelo
HPV#, e incluida como critério maior dentre os aspectos
citologicos da infeccio pelo HPV no Consenso Brasileiro
do HPV*. Pela andlise da microscopia de luz e eletronica
observamos integridade da membrana basal e auséncia
de envolvimento do cérion ou da musculatura laringea,
demonstrando o carater superficial e nao-infiltrativo da
lesdo causada pelo HPV-6.

Neste estudo, todos os HPV tipados nas lesoes larin-
geas das quatro criancgas eram do subtipo 6. Sabe-se que
os HPV-6 e 11 sao freqiientes em criangas e adolescentes
e que, embora altamente recidivantes, nio se relacionam
com malignizacao, como ocorre com os subtipos 16 e 18,
que também podem ser, ocasionalmente, identificados
na papilomatose laringea. Padayachee e Prescott*! suge-
riram que a doenca causada pelo HPV-6 tende a ser mais
agressiva do que pelo HPV-11, entretanto, a maioria dos
estudos tem constatado que a infecciao pelo subtipo 11
apresenta um comportamento mais agressivo, com reci-
divas mais precoces e mais frequientes*?’. Wiatrak et al.?®
em pesquisa com 73 pacientes portadores de papiloma-
tose laringea, identificaram o HPV-6 em 53,5% dos casos,
HPV-11 em 39,7% e a associacao de ambos os subtipos
em 6,9% dos pacientes.

Poucas pesquisas realizaram estudos morfolégicos
demonstrando as alteracdes ultra-estruturais promovidas
por cada subtipo do virus. Na maioria dos estudos nao ha
sequer informacdes quanto a tipagem do HPV. O estudo
morfolégico com HPV-6 permitiu-nos constatar que as
alteracoes epiteliais sao superficiais, sendo poupadas as
estruturas mais profundas como a membrana basal e o
corion adjacente; entretanto, devido ao comportamento
mais agressivo dos subtipos 11, 16 e 18, é provavel que
alteracoes mais profundas do epitélio sejam identificadas,
bem como a presenca de atipias, visto que os subtipos
16 e 18 tém sido relacionados com neoplasias malignas
de vias aéreas.

CONCLUSOES

As alteracoes morfologicas apresentadas pelo HPV-6
demonstram o carater nao-invasivo da lesiao, sendo ne-
cessario estudos morfologicos adicionais relacionando os
outros tipos de HPV, considerados mais agressivos, com
os achados ultra-estruturais.
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