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Immunohistochemical 
searching for estrogen and 
progesterone receptors in 
women vocal fold epithelia 

 Resumo / Summary

A laringe é extremamente sensível a mudanças endocri-
nológicas. A maioria das alterações da mucosa das pregas 
vocais é causada por modificações do conteúdo líquido das 
pregas vocais e das suas modificações epiteliais. O estróge-
no e a progesterona interferem e modificam esse conteúdo 
líquido das pregas vocais. O objetivo deste trabalho é verificar 
a presença de receptores de estrógeno e progesterona no 
epitélio das pregas vocais de mulheres. Material e Método: 
Estudo de casos prospectivos. Foram realizados exames de 
imunohistoquímica para receptores de estrógeno e proges-
terona em 19 espécimes de epitélio de pregas vocais que 
não apresentavam quaisquer indícios de afecção, inclusive 
inflamatória. Foram descartados casos de pacientes com idade 
superior a 40 anos e inferior a 15 anos. Resultados: Foram 
encontrados receptores para progesterona em 18 de 19 pa-
cientes. Os receptores de progesterona estão localizados tanto 
no núcleo quanto no citoplasma e principalmente na camada 
basal. Não houve nenhum caso de receptores de estrógeno 
nas pregas vocais. Conclusão: O epitélio das pregas vocais 
apresenta receptores para progesterona, tanto no citoplasma 
quanto no núcleo. Não foram encontrados receptores para 
estrógeno no epitélio das pregas vocais estudadas.
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Larynx is extremely sensitive to endocrinologic changes. 
Most vocal fold mucosa alterations are caused by changes in 
vocal fold liquid content and its epithelial changes. Estrogen 
and progesterone interfere and change this liquid content in 
the vocal folds. Our goal with the present paper is to study 
the presence of estrogen and progesterone receptors on vocal 
fold epithelium in 19 vocal fold epithelium specimens that did 
not present any indication of disease, especially inflammatory 
disease. We discarded those cases of patients above 40 years 
of age and those below 15. Results: we found progesterone 
receptors in 18 of the 19 patients. The progesterone receptors 
are located both in the nucleus and the cytoplasm of cells, 
and mainly in the basal layer. There was no report of estrogen 
receptors present in the vocal folds. Conclusion: Vocal fold 
epithelium bears progesterone receptors, in the cytoplasm 
and in the nucleus. We did not find estrogen receptors in 
the epithelia of the vocal folds investigated. 
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INTRODUÇÃO

Os hormônios são moléculas secretadas para a 
corrente sanguínea, que apresentam seu efeito biológico 
geralmente em locais distantes ao seu sítio de produção. 
Promovem crescimento, diferenciação e funcionalidade 
de diversos órgãos alvo. O efeito dos hormônios nos ór-
gãos alvo é decorrente da sua ligação com os receptores 
intracelulares, modulando a expressão dos genes e, con-
seqüentemente, a síntese de proteínas específicas1.

Os receptores hormonais estão sendo pesquisados 
recentemente em quase todas as regiões anatômicas como 
mama, ossos, testículos, cérebro, glândulas lacrimais, co-
ração, ovários, endométrio, entre outros2. Apesar disso, a 
interação entre sistema endócrino e laringe é surpreenden-
temente pouco estudada, mesmo conhecendo-se a grande 
susceptibilidade da laringe à ação hormonal3.

Essa interação é evidenciada por eventos clínicos e 
empíricos, que ocorrem na laringe, como a muda vocal, 
a síndrome pré-menstrual e alterações vocais da meno-
pausa.

A ação dos hormônios sexuais é nitidamente obser-
vada na muda vocal, quando ocorre a diferenciação das 
vozes feminina e masculina e a passagem da voz infantil 
para a adulta4. A menstruação pode impedir que profis-
sionais da voz cantem, já que nesses dias que antecedem 
a menstruação e a ovulação, as alterações hormonais in-
terferem em suas vozes5. Nesse período, as cantoras são 
encorajadas por maestros e professores de canto a não se 
apresentarem, devido à perda da qualidade vocal6.

A partir dessas observações clínicas, alguns pesqui-
sadores como Abitbol et al.7 e Caruso et al.8 avaliaram, atra-
vés de estudos citológicos, as alterações que os hormônios 
provocariam nas pregas vocais. Estes autores verificaram 
que as alterações citológicas que ocorriam no colo uterino 
durante o ciclo menstrual eram as mesmas na mucosa das 
pregas vocais, obedecendo as diferentes ações hormonais 
do estrógeno e progesterona. Demonstraram de fato que 
o epitélio das pregas vocais sofre ação dos hormônios 
sexuais. Abitbol et al.7 realizaram o trabalho antes, durante 
e após o ciclo menstrual. Caruso et al.8 estudaram pacien-
tes do sexo feminino que estavam na menopausa e que 
apresentavam atrofia da mucosa do colo uterino e pregas 
vocais antes e após a reposição hormonal. Estes trabalhos 
citológicos sobre a ação dos hormônios sexuais na laringe 
foram a base necessária para os estudos que se seguiram 
sobre os receptores hormonais nas pregas vocais.

Há apenas dois artigos que abordam a presença 
dos receptores hormonais nas pregas vocais: Piatkowski 
et al.9 pesquisaram, por imunohistoquímica, a presença 
dos receptores de estrógeno e progesterona na laringe em 
pacientes com câncer e em indivíduos normais. Não fo-
ram encontrados receptores hormonais nas pregas vocais, 
mas sim na região supraglótica. Newman et al.10 também 

estudaram receptores de estrógeno, progesterona e testos-
terona nas pregas vocais. O estudo foi realizado em cadá-
veres de ambos os sexos. Os receptores de progesterona 
e testosterona foram positivos em todos os casos. Apenas 
5 de 18 pacientes foram positivos para estrógeno. Estes 
dois trabalhos demonstraram que há pouca expressão dos 
receptores de estrógeno nas pregas vocais, diferentemente 
do esperado, já que os trabalhos citológicos verificaram 
grande ação hormonal nas pregas vocais e em especial 
do estrógeno.

A possível ambigüidade entre os trabalhos citoló-
gicos da ação estrogênica e progestogênica na laringe e 
a pouca expressão dos receptores hormonais nas pregas 
vocais levaram à pesquisa dos receptores neste trabalho. 
Os objetivos são avaliar a presença de receptores de es-
trógeno e progesterona no epitélio das pregas vocais de 
mulheres e diferenciar a sua localização intracelular.

MATERIAL E MÉTODOS

O trabalho foi submetido e aprovado pelo Comitê 
de Ética da Faculdade de Ciências Médicas da Santa Casa 
de São Paulo, número 022/05.

Foram estudadas lâminas de pacientes acompanha-
das no Departamento de Otorrinolaringologia da Facul-
dade de Ciências Médicas da Santa Casa de São Paulo. 
Estas lâminas foram obtidas retrospectivamente a partir 
da revisão de prontuários das pacientes, que previamente 
haviam sido submetidas à cirurgia de pregas vocais, no 
período de janeiro a dezembro de 1999.

As lâminas escolhidas apresentavam epitélio normal, 
sendo descartadas inclusive as que apresentavam processo 
inflamatório agudo ou crônico.

Foram excluídos do estudo lâminas de pacientes 
com idade acima de 40 anos e abaixo de 15 anos.

As lâminas selecionadas apresentavam as seguintes 
afecções: ponte mucosa (um caso), cisto submucoso (13 
casos), hemangioma (um caso), brida (dois casos) e biópsia 
de laringe (dois casos).

As lâminas escolhidas foram analisadas histologica-
mente, em tecidos embebidos em parafina e fixados em 
formalina. Os espécimes foram seccionados numa espes-
sura de 5 a 6mm. Os cortes foram hidratados, desparafini-
zados e embebidos em tampão salino de 0,01 mols/L em 
pH de 7,4 e tratados com tripsina a 0,1% por 30 minutos 
a 37ºC. Os espécimes foram cobertos com peróxido de 
hidrogênio por 5 minutos e em seguida incubados com 
anticorpos de estrógeno e progesterona primários, sepa-
radamente, por uma noite a 4ºC. A reação foi desenvol-
vida com diaminobezidina à temperatura ambiente por 
10 minutos e, em seguida, repetido o procedimento para 
anticorpos secundários. A imunorreatividade foi observada 
em microscópio de luz.

Foram utilizados os seguintes anticorpos primários: 
Estrogen Receptor Antibodies Lyophilised Monoclonal 
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(NCL-ER-6f11) e o Progesterone Receptor Antibodies 
Lyophilised Monoclon (NCL-PGR-312) da Novocastra. 
O anticorpo secundário utilizado foi complexo Strept. 
ABComplex/HRP, Rabbit/Mouse (code k0492) da Biogen 
(DAKO). As lâminas foram coradas com hematoxilina-
eosina, após o uso dos anticorpos.

Foram estudadas as lâminas de acordo com a po-
sitividade dos receptores de estrógeno e progesterona e 
verificada a sua presença quanto à localização intracelular 
(núcleo ou citoplasma). Os dados foram avaliados estatis-
ticamente através do intervalo de confiança de 95%.

RESULTADOS

Foram encontrados 19 casos com epitélio de pregas 
vocais normal para estudo de receptores hormonais de 
estrógeno e progesterona.

1-Idade
A idade dos pacientes teve variação de 25 a 34 anos. 

A média foi de 31,58 anos.

2- Estrógeno
Não houve presença de receptores de estrógeno 

no epitélio das pregas vocais, tanto no citoplasma quan-
to no núcleo celular. Ausência de estrógeno p=(0/19)=0; 
p<0,0000001.

3- Progesterona
A progesterona foi positiva em 18 de 19 casos 

estudados no epitélio das pregas vocais. A presença de 
progesterona foi de p = (18/19)= p=0,952; p<0,05. O único 
caso em que não houve positividade foi o proveniente de 
brida das pregas vocais. Os demais casos: ponte mucosa 
(um caso), cisto submucoso (13 casos), hemangioma (um 
caso), brida (um caso), e biópsia de laringe (dois casos) 
foram positivos para progesterona.

a) Localização no epitélio: Os 18 casos positivos 
foram estudados quanto à sua localização no epitélio: 
camada basal ou zona intermediária. Para isso foram 
contadas em um campo visual as células da camada 
basal que estavam com o reagente e as células que não 
estavam coloridas. Nos 18 casos estudados foi verificado 
que apenas 4,34% das células não estavam positivas. Na 
camada intermediária houve um comportamento menos 
padronizado, sendo negativo em 3 casos, com 1 ou 2 cé-
lulas positivas em 13 casos e em 2 casos com positividade 
total com apenas 2 células em 1 lâmina que não estava 
positiva e 3 células que não estavam positivas em outra 
lâmina. (Fotografias 1, 2, 3 e 4).

Fotografia 1) MO.HE.(318x) Apresenta positividade 
para receptor de progesterona (nota-se coloração amarron-
zada. 2) MO.HE. (318x) prega vocal mostrando um corte 
imediatamente anterior sem utilização da coloração para 
avaliar a positividade da progesterona (cor azulada).3) MO. 

Figura 1. Progesterona positivo - MO. HE. 318x. Corte de lamina de 
prega vocal que mostra presença de receptores para progesterona. 
A positividade é observada através da coloração vermelho-amarron-
zada.

(63x) HE. Epitélio de prega vocal normal e negativo para 
receptor de estrógeno. 4) MO.HE.(63x) Epitélio de prega 
vocal normal positiva para receptor de progesterona. Nota-
se coloração de cor marrom no epitélio da prega vocal.

b) Localização intracelular (Núcleo x Citoplasma)
Todos os dezoito casos positivos apresentaram re-

ceptores no núcleo das células. O citoplasma foi positivo 
em 16 dos 18 casos.

DISCUSSÃO

Os resultados apresentados neste trabalho demons-
traram que os hormônios sexuais atuam de fato nas pregas 
vocais, mas de forma diferenciada. Estas características 
podem ser importantes no tratamento e no entendimento 
de diversas afecções da laringe.

Neste trabalho, a pesquisa foi realizada por meio 
do teste de imunohistoquímica. A imunohistoquímica foi 
empregada por ser um marcador tumoral típico11, já que 
apresenta alta sensibilidade e permite a avaliação morfo-
lógica do tecido. É um teste semi-quantitativo, com custo 
menor que o teste de conexão da ligandina e que apresenta 
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se o método de escolha para determinação da presença 
desses receptores, pois é claramente superior ao teste da 
conexão da ligandina12.

  Quanto à idade foram excluídos pacientes na me-
nopausa, considerando-se para o trabalho pacientes acima 
de 40 anos. Na menopausa existe uma menor expressão 
dos receptores hormonais do estrógeno, progesterona e 
testosterona13. Este comportamento poderia influir nos 
resultados deste grupo de estudo, sendo necessária a sua 
exclusão da estatística.

Pacientes com idade inferior a 15 anos foram 
excluídos. O comportamento dos receptores hormonais 
nessa faixa etária é diferente. Acredita-se que o número 
de receptores na fase pré-puberal seja maior do que em 
qualquer idade. Clinicamente, observa-se no sexo mascu-
lino que a administração de estrógenos no período fetal 
ou neonatal pode provocar distúrbios na área reprodutiva 
como criptorquidia, defeitos do epidídimo, infertilidade 
e aumento da incidência de câncer do testículo14. No 
sexo feminino, a menarca é de origem genética, sendo 
influenciada pelos hormônios sexuais e mediada através 
dos receptores estrogênicos 15. Esta ação genômica é mais 
intensa no período pré-puberal, o que alteraria os resul-
tados do trabalho.

Nos trabalhos de Piatkowski et al.9 e Newman et al.10 
não foi observado o fator idade. Foram incluídos todos os 
pacientes, inclusive aqueles com idade inferior a 15 anos e 
superior à menopausa. Piatkowski et al.9 incluíram em seu 
grupo de estudo todos os pacientes, inclusive a totalidade 
de seus pacientes tinha idade superior a 45 anos. Talvez 
seja uma das causas de não ter encontrado receptores de 
estrógeno, progesterona ou testosterona nas pregas vo-
cais. A presença de receptores de estrógeno no trabalho 
de Newman et al.10 foi positiva apenas nos pacientes com 
idade inferior a 15 anos. A inclusão dos pacientes que estão 
nessas duas faixas etárias, onde há intensas modificações 
hormonais, pode levar à diferença nos resultados e ser 
um fator de viés desses dois trabalhos.

Em nosso trabalho o diagnóstico da afecção estuda-
da não influiu nos resultados. O diagnóstico da afecção: 
ponte mucosa, cisto submucoso, hemangioma submucoso 
e biópsia não interferiu no resultado do trabalho. O único 

Figura 2. Prega vocal sem utilização da imunohistoquímica -  MO.HE 
318x. Corte de lamina de prega vocal imediatamente anterior à figura 
1, sem a utilização da imunohistoquímica.

Figura 3. Receptor de estrógeno negativo -  MO. (63x) HE. Epitélio de 
prega vocal normal e negativo para receptor de estrógeno.

Figura 4. Receptor de progesterona positivo - MO.HE.(63x) Epitélio de 
prega vocal normal positiva para receptor de progesterona. Nota-se 
coloração de cor marrom no epitélio da prega vocal.

facilidade no manuseio das lâminas. Assinala também as 
linhagens de desenvolvimento de células e requer uma 
menor quantidade de tecido fresco para a sua realização11. 
Até a década de 1990, a pesquisa de receptores de estró-
geno era realizada pelo teste de conexão da ligandina em 
tecido fresco. Recentemente, a imunohistoquímica tornou-
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caso em que não houve positividade foi brida e apresen-
tava epitélio normal.

Em nosso trabalho não foram encontrados recep-
tores de estrógeno. Da mesma forma, o resultado foi ne-
gativo para Piatkowski et al.9. Newman et al. encontraram 
positividade em apenas cinco casos em 18 estudados10. 
Os receptores de estrogênio alfa (Eα) e beta (Eβ)16 fo-
ram estudados conjuntamente em nosso trabalho, pois 
não havia interesse em sua diferenciação. O receptor de 
estrógeno alfa apresenta uma maior predisposição para 
desenvolvimento de tumores malignos, enquanto que no 
beta (Eβ) há uma maior possibilidade de desenvolvimento 
de lesões pré-malignas.

Os resultados dos trabalhos de Piatkowski et al.9 
e Newman et al.10 são díspares em relação aos trabalhos 
citológicos feitos por Abitbol et al.7 e Caruso et al.8, que 
mostraram uma grande presença estrogênica.

Caruso et al.8 estudaram pacientes em idade de 
menopausa, que não haviam feito reposição hormonal. 
No epitélio das pregas vocais havia sinais de atrofia e 
distrofia antes do tratamento. Após a reposição hormonal 
houve uma reversão desse quadro. A administração da 
medicação propiciou a reversão da atrofia do epitélio 
tanto do colo do útero quanto da laringe, comprovando 
ação estrogênica nas pregas vocais.

Abitbol et al.7 encontraram modificações epiteliais 
das pregas vocais e do colo do útero em todas as fases 
da menstruação, demonstrando que a laringe é um órgão 
responsivo a mudanças hormonais em cada uma das fases 
do ciclo menstrual.

Pode-se deduzir a partir desses dados que exista 
uma ação estrogênica na laringe, mas esta ação pode não 
estar presente nesse epitélio, como se acreditava. Esses 
receptores podem estar localizados em outros sítios como 
na musculatura das pregas vocais. Sabe-se que a porção 
mais interna do músculo tireoaritenóideo é o principal 
sítio de ação dos hormônios androgênicos17, poderiam 
assim ser também o local de ação do estrogênio. Wu et 
al. verificaram que os receptores estrogênicos podem estar 
presentes nas sinapses neuromusculares da musculatura 
intrínseca da laringe18.

Piatkowski et al.9 verificaram que os receptores 
hormonais estão localizados preferencialmente na região 
supraglótica. Esta região apresenta numerosas glândulas 
que estão implicadas na produção das secreções laríngeas. 
Estas secreções ricas em hormônios poderiam embeber as 
pregas vocais, provocando as alterações verificadas nesses 
trabalhos citológicos.

Outro fator a se considerar é que os receptores de 
progesterona inibem os de estrogênio19. Em nosso trabalho 
houve uma positividade para receptores de progesterona 
em 18 de 19 pacientes estudados. Por mecanismos de auto-
regulação há bloqueio da apresentação dos receptores de 
estrogênio. Por outro lado, pode haver realmente ausência 

dos receptores de estrogênio nas pregas vocais como tam-
bém é verificado em outros órgãos, como o fígado20.

No que concerne ao estudo da progesterona, houve 
uma positividade em 18 em 19 casos, o que representa 
uma grande presença dos receptores no epitélio das pre-
gas vocais. Resultado condizente ao de Newman et al.10, 
que encontraram grande presença de progesterona nas 
pregas vocais. De forma contrária, Piatkowski et al.9 não 
encontraram receptores de progesterona nas pregas vocais. 
Como o que ocorreu com os receptores de estrógeno, este 
autor não encontrou positividade para progesterona, pois 
os pacientes eram maiores de 54 anos. Incluir-se-iam pa-
cientes na menopausa e que apresentam menor expressão 
dos receptores de progesterona.

Os receptores de progesterona em quase todos 
os órgãos são os principais responsáveis pelo comando 
das atividades celulares, inclusive nas glândulas endo-
metriais, onde o estrógeno e a progesterona atuam de 
forma sinérgica21. Esta atuação marcante da progesterona 
é provocada por sua ação direta na transcrição no núcleo 
das células, que são o principal comando da atividade 
celular22.

Em nosso trabalho foi estudada a presença de pro-
gesterona no núcleo e citoplasma. O exame foi positivo 
no núcleo em todos os casos e em apenas 3 de 18 casos 
não foi positivo no citoplasma. O objetivo da diferencia-
ção entre nuclear e citoplasmático é que há um compor-
tamento diferente desses dois tipos de receptores22. Os 
receptores localizados no núcleo modulam os hormônios, 
inibindo ou estimulando e assim, controlando as diferentes 
funções nos diferentes tecidos no organismo e, por fim, 
comandando os diversos efeitos fisiológicos23. A ação ci-
toplasmática, chamada de não-nuclear, está relacionada 
à vasodilatação rápida e inibição da resposta vascular a 
danos teciduais23.

Em nosso trabalho foi encontrada uma predomi-
nância dos receptores de progesterona na camada basal 
do epitélio. A camada basal do epitélio é a região de 
maior atividade proliferativa. Esta atividade proliferativa 
foi identificada por Van Cruchten24 no epitélio canino e 
esteve relacionada com atividade da progesterona. A ati-
vidade proliferativa provocada pela progesterona esteve 
presente com aumento da atividade mitótica, angiogênese 
e criptas. Nogushi et al.25 notaram uma intensa atividade 
da produção da matriz extracelular a partir das células 
da camada basal induzida pela progesterona. Como a 
produção da matriz extracelular e atividade proliferativa 
do epitélio são condições presentes na atividade normal e 
patológica da laringe, a ação da progesterona na camada 
basal deve ser melhor estudada.

A importância clínica dos achados deste trabalho é 
que a progesterona pode promover dilatação dos vasos, 
hemorragias e alterações na lubrificação da superfície 
epitelial26. Os hormônios sexuais estão implicados na regu-
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lação dos canais de aquaporinas27, que são uma família de 
proteínas de canais das membranas celulares, que facilitam 
a saída de água27. A progesterona, desta forma, é um dos fa-
tores mais importantes na regulação da lubrificação da su-
perfície do epitélio, já que a saída de água do epitélio está 
diretamente relacionada à sua presença. Já foi verificado 
que em pacientes com disfonia por tensão e cansaço das 
pregas vocais, há exacerbação dos sintomas pelo aumento 
da viscosidade do muco, aumento da agregação do muco 
e ainda pela rugosidade da superfície das pregas vocais28. 
A viscosidade do muco laríngeo influencia a vibração das 
pregas vocais28. Nakagawa et al.29 aplicaram fluidos de 
diferente viscosidade em pregas vocais de laringes caninas 
e verificaram que quanto maior a viscosidade, menor a 
amplitude de vibração da superfície livre e menor a área 
de contato da glote, afetando a movimentação da super-
fície da prega vocal. O conhecimento das aquaporinas já 
está utilizando a progesterona no tratamento inclusive do 
edema cerebral (Guo et al.)30.

Pelos resultados encontrados no trabalho acredi-
tamos que a laringe seja alvo da ação provocada pela 
progesterona no que concerne à ação vascular. Durante 
o ciclo menstrual são criados novos capilares a partir dos 
microvasos já existentes. Esses novos capilares sofrem ma-
turação e remodelação, formando uma nova rede vascular 
a cada ciclo (Albrecht e Pepe,)31. Kayisle et al.32 verificaram 
que o crescimento e regressão dos vasos sanguíneos no 
epitélio são regulados pelos hormônios sexuais através de 
todo ciclo menstrual e o principal agente desta proliferação 
angiogênica é a progesterona e também o estradiol. Outro 
trabalho encontrou de forma incontestável presença de 
receptores de progesterona nos vasos em vários tecidos 
e na placenta, onde a progesterona é o principal fator 
envolvido na angiogênese (Cudeville et al.)33.

Este conhecimento adquirido por este trabalho, 
no que concerne ao estudo dos hormônios sexuais na 
laringe, é essencial no entendimento de diversas afecções 
da laringe. Os hormônios afetam a laringe de diversas 
formas, principalmente os esteróides sexuais, e devem 
ser sempre avaliados frente a um paciente com queixas 
vocais, devendo fazer parte do arsenal terapêutico de todo 
otorrinolaringologista.

CONCLUSÃO

Os receptores de progesterona estão presentes 
na camada basal do epitélio das pregas vocais e estão 
localizados no núcleo e no seu citoplasma das células. 
Os receptores de estrogênios não estiveram presentes no 
epitélio das pregas vocais.
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