UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
MESTRADO DE PATOLOGIA

CARACTERIZACAO HISTOMORFOMETRICA E INDICE
PROLIFERATIVO (Ki-67) DAS DISPLASIAS ACENTUADAS/
CARCINOMAS IN SITU NAS PREGAS VOCAIS

ELISANGELA BARROS SOARES

RECIFE, 2008



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
MESTRADO DE PATOLOGIA

CARACTERIZACAO HISTOMORFOMETRICA E INDICE
PROLIFERATIVO (Ki-67) DAS DISPLASIAS ACENTUADAS/
CARCINOMAS IN SITU NAS PREGAS VOCAIS

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Patologia do Centro de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE), para obtengdo do titulo de Mestre em
Patologia. Professora Orientadora: Maria do Carmo
Carvalho de Abreu e Lima. Professora co-orientadora:
Adriana Maria da Silva Telles

ELISANGELA BARROS SOARES

RECIFE, 2008



Soares, Elisdngela Barros

Caracterizagao  histomorfométrica e indice
proliferativo (Ki-67) das displasias
acentuadas/carcinomas in situ nas pregas vocais /
Elisdngela Barros Soares. — Recife : O Autor, 2009.

163 folhas. II: fig., graf e tab.

Dissertacdao (mestrado) — Universidade Federal de
Pernambuco. CCS. Patologia, 2009.

Inclui bibliografia e anexos.

1. Carcinoma de Laringe. 2. Carcinoma in situ.
3. Prega vocal. 4. Antigeno Ki-67. I. Titulo.

616-006.6 CDU (2. ed) UFPE
616.99422 CDD (22.ed.)  CCS2009-004



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PATOLOGIA

AUTOR: ELISANGELA BARROS SOARES
AREA DE CONCENTRACAO: PATOLOGIA GERAL

NOME DA DISSERTACAO: “CARACTERIZAGCAO HISTOMORFOMETRICA E INDICE
PROLIFERATIVO (Ki-67) DAS DISPLASIAS ACENTUADAS / CARCINOMAS IN SITU

NAS PREGAS VOCAIS”

ORIENTADORA: PROFA. DRA. MARIA DO CARMO CARVALHO DE ABREU E LIMA
CO-ORIENTADO: PROFA. DRA. ADRIANA MARIA DA SILVA TELLES

DISSERTA(;AO DEFENDIDA PARA OBTENCAO DO TITULO DE MESTRE EM
PATOLOGIA.

DATA: 19 DE DEZEMBRO DE 2008.

BANCA EXAMINADORA:

Prof. Dr. Nicodemos Teles de Pontes Filho ’/ w§< . o S /,
Prof. Dr. Hilton Justino da Silva \K\)\i\x }Q‘(\% &%\\\\,\)

Profa. Dra. Sandra Lopes de Souza %Cv‘ﬂ,'"'”




DEDICATORIA

A Deus que foi e tem sido o encorajador
para todas as decisdes que devo tomar e
tem tornado realidade os meus sonhos.

Aos meus Pais, Edvaldo Rosendo e Elenilda
Soares, pelo incentivo e apoio em todas as
horas

Ao meu amado Gleydson pelo seu

companheirismo.



AGRADECIMENTOS

Agradeco, principalmente, a quem me guia pela vida: Deus. Aquele que deu

a vida e que colocou todas essas pessoas em minha vida.

Agradeco a todos aqueles que colaboraram na realizagdo desse trabalho.

Minha gratidao a cada pessoa que me ajudou a construir essa pesquisa.

Aos meus pais que, desde o inicio de tudo, apoiaram-me.

A meu irmao pelo apoio e ajuda técnica e a todos meus familiares, que me

ajudaram com sua compreensao.

Aos meus orientadores que me receberam e acreditaram que tudo seria

possivel.
A Prof? Maria do Carmo Carvalho de Abreu e Lima, que me orientou, mas
também pelas fotomicrografias e pelo incentivo e ensino durante a realizagdo desse

estudo.

A Prof? Adriana Maria da Silva Telles pelo incentivo em todas as etapas desse

trabalho e por ter me recebido no estagio de docéncia.

A Prof2 Dr? Luciana Gurgel da Trindade Meira Henriques pela disposicdo na

realizacdo dos exames imuno - histoquimicos.

Ao Prof°Hilton Justino da Silva que foi um amigo, incentivando, animando-me

para concretizagdo dessa pesquisa.

Ao Professor Tetsuo Tashiro pela realizagdo da estatistica dessa pesquisa e

pelo ensino

Aos professores do Mestrado em Patologia por seus ensinamentos.



Ao Prof° Roberto Vieira de Mello, com seus ensinamentos de vida, pela
orientacdo no periodo de coleta no Servico de Verificacdo de Obitos.

Ao Prof° Luciano Tavares Montenegro, sempre bem humorado, contribuiu

inicialmente, na coleta no Hospital de Cancer de Pernambuco.
Aos colegas do Mestrado em Patologia: Sandrelli Virginio de Vasconcelos,
Renata Campina, Taciana Figueirédo de Luna Calado e Sidcley Bernardino Arauijo,

que ajudaram na realizagdo do Mestrado e na concretizagao dessa pesquisa.

A Doutoranda Iracema Hermes Pires de Melo pelo ensino do programa Scion
Image e apoio em momentos dificeis da pesquisa.

Ao Dr. Adonis R. L. de Carvalho pela oportunidade de utilizar os casos do
Departamento de Patologia do Hospital de Céncer de Pernambuco, tornando
possivel essa pesquisa.

A Rose e Marciana, funcionarias do Departamento de Patologia do Hospital
de Cancer de Pernambuco, que colaboraram comigo na busca de material
necessario para pesquisa.

A Silvania pela ajuda no preparo do material histoldgico.

A Paula Carvalho de Abreu e Lima pelo abstract.

E a todas as pessoas, que encontrei ao longo desse caminho e, que de

alguma forma, me instruiram, e me ajudaram a tornar real essa dissertacgao.

A todos, meus sinceros agradecimentos.



“Podemos confiar que Deus prové tudo de que precisamos no momento certo. Essa
seguranga nos mantera buscando sua vontade e nos ajudara a viver alegremente
com aquilo que ele nos der”. Sandy Larsen



SUMARIO

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS
LISTA DE FIGURAS
LISTA DE TABELAS E GRAFICOS

RESUMO

ABSTRACT

1. INTRODUGAO

1.1. Histologia da Laringe e das pregas VOCais ......c....ccveeriiirrrmnnsrnnnanens 18
1.2. Cancer da laringe e das pregas VOCAIS ......cccccceeeeiiirirrmmnnnmnnsssssssnennns .25
1.3. Estadiamento e tratamento do carcinoma glético............cccevriirnnnn. .28
1.4. Displasia do epitélio da laringe e pregas vocais.........cccceeuunniiininnnns .32
1.5. Fatores de riSCO ......coimieeeeciiiiiii i 37
1.6. Exame Imuno — histoquimico (Ki — 67) .......cceeeeeciiiiiiiimmmeeeencsisnneenns .39
1.7. Analise digital de imagens em Patologia............ccceeviiiiiiiiiiiiiiinnnnn, 45
2. OBUETIVOS .......ceeerrreersissssssssssss e s s s s s s s sssnnns s e e s s s s s s s s sssnnssnsesesssnnnsnns .50
3. MATERIAL E METODO .......coiuierereirreeensesesassesessessssssssssssssssssssssssssssaes .52
3.1. Tipo de estudo. ...t e e e e .52
3.2. Selecao do material ..........ccoeeeeeecciiiiiiii - .52
3.3. Processamento macroscoépico das pegas de laringe do grupo
L0 01 o - .54
3.4. Estudo Imuno - histoquimico........c..ccoorieeciiiiriccrcce e .55
3.5. Analise Morfomeétrica .........ccccevmeimmimmmmnnnnnnnnnr e .56
3.6. Analise Estatistica. .........cccmmmmmiiiiiiiiiiirr s .58
3.7. Consideragoes finais........cccceemmeiiiiiiiiiiiiri e .59
4. RESULTADOS .......oiiiiiiiiiiissnrrse s sssssssssssssss s s s s s s ssmnss s s s ssssssssssnnnns .61
5. DISCUSSAD .....ocoeuiereerirresesessesasessessssessesssssssssssssssesssssssesssnsssssssnsssssnns .69
T o0\ [od U= o T .85
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cccooeiereiercnsersesesessessssessesnesens .88

ANEXOS......o ot A13



LISTAS DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Anc - Area ocupada pelos nucleos corados por Ki-67(um 2 )
CEC - Carcinoma escamocelular

Dnc - Densidade de nucleos corados por Ki-67
HCP - Hospital de Cancer de Pernambuco

H/E - Hematoxilina — Eosina

NIC - Neoplasia intraepitelial-cervical

Nnc - numero de nucleos corados por Ki-67
OMS - Organizagdo Mundial de Saude

PAP - Peroxidase antiperoxidase

PDT - Terapia Fotodindmica

SIN - Neoplasia intra-epitelial escamosa

SIL - Lesao intra-epitelial escamosa

SVO - Servico de Verificagdo de Obitos

UFPE - Universidade Federal de Pernambuco

UICC - Uniado internacional contra o Cancer

10



11

LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Epitélio cilindrico ciliado pseudo-estratificado (epitélio respiratério). O
aspecto assemelha-se ao epitélio de transicéo (figura 7), porém com epitélio colunar
ciliado em superficie. Grupo controle, n°® 2 (HE — 100X; 400X).

Figura 2: Epitélio escamoso da prega vocal. Notar maturagdo das células epiteliais
com nucleos predominantes na camada basal e para basal e nucleos pequenos nas
células mais superficiais. Grupo controle, n°® 2 (HE - 400X).

Figura 3: Epitélio de transi¢do. Os nucleos sdo preponderantes em toda espessura
do epitélio, porém, uniformes, de cromatina delicada. Grupo controle, n° 1 ( HE -
400X).

Figura 4: Glandulas mucosas do corio. Em “A” e “B” notar revestimento por epitélio
colunar cubico mucosecretante (seta). Em “C” observa-se glandula mucosa em
processo de metaplasia escamosa (setas). Notar semelhanga do epitélio
metaplasico com o de transi¢do (figura 7). Grupo controle, n° 1 (HE - 400X).

Figura 5: 1. Epitélio escamoso normal; 2.Lamina prépria (camadas superficial,
intermediaria e profunda); 3. Musculo vocal (Tireoaritenoideo). Grupo controle n° 1
(HE - 25X).

Figura 6: Musculo estriado vocal (tireoaritendideo) (seta). Grupo controle, n°® 1 e 3 (
HE - A - 25x e B - 400X).

Figura 7: A - Visao anterior da laringe fixada em formol tamponado a 10%, apos 7
dias, B - Visao posterior.

Figura 8: A e B - Corte longitudinal na regido média da prega esquerda C-Prega

vocal esquerda retirada apos 7 dias



12

Figura 9: Mensuragédo da area com programa Scion Image Beta 4.0.2: A — epitélio
escamoso normal , B — epitélio escamoso de transicdo, C - epitélio escamoso
displasico (HE - 40x)

Figura 10: Mensuragédo do didmetro do nucleo no epitélio escamoso normal. A - na
camada basal e intermediaria B - na camada intermediaria e superficial (HE - 400x).
Figura 11: A - Mensuracdo do didametro dos nucleos nas camadas basal,
intermediaria e superficial no Epitélio escamoso de transicdo em A e B) (HE - 400x).
Figura 12: Mensuragéo do didmetro do nucleo no epitélio escamoso displasico. A —
no 1/3 inferior, B - na camada intermediaria (HE- 400x).

Figura 13: Mensuragcao do didmetro do nucleo a camada superficial no epitélio
escamoso displasico (HE - 400x)

Figura 14: Determinagdo do numero dos nucleos corados em epitélio escamoso de
transigdo. A. Area aferida para contagem onde foram vistos apenas dois nucleos
marcados( Ki-67, 40X).. B. Notar nucleo corado na camada basal (Ki-67 - 400X).
Figura 15: Determinagdo do numero de nucleos corados no epitélio escamoso
displasico no 1/3 inferior do epitélio ( Ki-67 - 400X).

Figura 16: Displasia acentuada. Em “A” e “B” notar hipercelularidade em toda
espessura do epitélio escamoso. Em “C” as células superficiais tem nucleos
aumentados. A perda da polaridade e pleomorfismo nuclear s&o evidentes em “D”.
Grupo caso, n° 2 (HE - 25X; 100X;400X; 400X).

Figura 17: Displasia acentuada. O aspecto é semelhante ao descrito nas figuras 7 e

8. Grupo caso, n° 3 (HE - 100X e 400X).



13

Figura 18: Displasia acentuada. Grupo caso, n® 4 (HE - 100X; 400X; 25 X; 400X).
Figura 19: Displasia acentuada. Grupo caso, n°® 5 (HE - 100X e 400X).

Figura 20: Displasia acentuada. Notar nucleos aumentados de volume em toda
espessura do epitélio escamoso com paraqueratose em “A” (seta). Em “B” e “C”
observa-se hipercromasia, variagdo de tamanho e forma dos nucleos e figura de
mitose (seta). Grupo caso, n° 1 (HE - 400X).

Figura 21: Variagdes do epitélio escamoso da prega vocal. Em “A” e “B” notar
maturacado das células epiteliais com nucleos predominantes na camada basal e
para-basal e nucleos pequenos com predominio de citoplasma aciddfilo nas células
mais superficiais. Em “C” observa-se discreta queratinizagdo em superficie. Grupo
controle, n° 2 ( HE - 400X). Em “D”, o epitélio escamoso € hipotréfico, delgado. As
células da camada basal mostram nucleos preponderantes e ficam mais proximas
da superficie. O cério tem aspecto hialinizado. Grupo controle, n° 4 (HE - 400X)
Figura 22: Epitélio de transigdo. Os nucleos sédo preponderantes em toda espessura
do epitélio, porém, uniformes, de cromatina delicada. Grupo controle, n°® 1 e 2 ( HE -
400X).

Figura 23: Exame imuno - histoquimico: displasia acentuada. Notar grande aumento
de nucleos corados, em varios niveis do epitélio, até o estrato escamoso. Grupo
caso, n° 1. (Ki-67 - 100X; 400X; 400X).

Figura 24: Exame imuno - histoquimico: displasia acentuada. Nesse caso o epitélio
€ pouco espesso mas notam-se nucleos corados em toda espessura do mesmo.

Grupo caso, n° 2. (Ki-67 - 400X).



14

Figura 25: Exame imuno - histoquimico: displasia acentuada. Os nucleos sao
volumosos com variacdo de tamanho e ha nucleos corados em todos os niveis do
epitélio. Grupo caso, n° 3. (Ki-67 - 400X).

Figura 26: Exame imuno - histoquimico: displasia acentuada. Notar aumento da
espessura do epitélio com grande numero de nucleos corados em toda espessura
do mesmo. Note o contraste com as figuras 34 e 35. Grupo caso, n° 4. (Ki-67 -
400X).

Figura 27: Exame imuno - histoquimico: displasia acentuada. Nucleos corados em
todos os niveis do epitélio. Grupo caso, n° 5. (Ki-67 - 100; 400X).

Figura 28: Exame imuno - histoquimico: epitélio escamoso normal. Notar auséncia
de nucleos corados em “A” e raros nucleos corados em “B”, os quais limitam-se a
camada basal. Grupo controle, n° 2 e 3 (Ki-67 - 400X).

Figura 29: Exame imuno - histoquimico: epitélio de transicdo. Observar raros
nucleos corados na camada basal e para-basal, semelhante a figura 34 no epitélio

escamoso normal. Grupo controle, n® 1 (A, B) e 4 (C). (Ki-67 - 400X).



15

LISTA DE TABELAS E GRAFICOS

Tabela 1: Distribuicdo dos casos e controles quanto a idade (anos) ....... 62
Tabela 2: Média de nucleos corados (Ki-67) por epitélio .............ccceeunnnneeee 67

Grafico 1: Area (um 2) — diferenca significativa entre as médias dos epitélios

Grafico 2: Diametro (um) - diferenca significativa entre as médias dos
EPILEIIOS ... 65



16

RESUMO
As displasias da laringe sao lesbes precursoras do carcinoma escamocelular
invasivo e constituem lesdes pouco comuns, pois, a maior parte dos casos é
diagnosticada como carcinoma invasor. Frequentemente, utilizam-se os critérios de
cérvix uterina para graduacdo das displasias na prega vocal. Todavia, existem
diferencas histopatoldgicas, patogénicas e epidemioldgicas entre as lesdes intra-
epiteliais cervicais e laringeas. O epitélio de transigdo na prega vocal pode ocasionar
problemas diagndsticos. Os autores procuram caracterizar as displasias
acentuadas/carcinoma in situ da prega vocal quanto aos aspectos histopatoldgicos,
morfométricos (area do epitélio e didmetro dos nucleos) e indice proliferativo (Ki-67),
comparando estes dados com os obtidos no epitélio escamoso normal e de
transicdo. Dentre 1400 casos de carcinoma de laringe (1994 a 2006), 5 casos
(0,35%) de displasia acentuada/carcinoma in situ foram estudados. O grupo controle
constituiu-se de dois individuos masculinos, ndo tabagistas e nio etilistas de 52 e 78
anos. Observaram-se nos pacientes com displasia predominio do sexo masculino,
na 6° década e associacdo com tabagismo e etilismo. Comparando-se o epitélio
displasico com o epitélio normal e de transigao verificou-se que foi maior a area
ocupada pelo primeiro, bem como o didmetro do nucleo das células displasicas. O
didmetro dos nucleos por camada mostrou diferengas significativas no epitélio
escamoso normal, mas nao no epitélio displasico e de transigdo. O indice
proliferativo foi maior no epitélio displasico que no escamoso normal e de transicéo
com nucleos corados na camada basal/parabasal no epitélio escamoso normal e de
transicdo e em todos os niveis no epitélio displasico.Palavras - Chaves: Laringe,

carcinoma in situ, prega vocal, antigeno Ki-67
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ABSTRACT
Laryngeal dysplasia is the precursor lesion to invasive squamous cell carcinoma.
Dysplasia is an uncommon lesion; most cases is diagnosed as invasive squamous
cell carcinoma. The criteria used to grade dysplasia in the uterine cervix
are frequently applied in vocal cord dysplasia. However, there are histopathologic,
pathogenetic and epidemiologic differences between intra-epithelial lesions in the
cervix and larynx. The transitional epithelium in the vocal cord can cause diagnostic
problems. The authors aim at characterizing severe dysplasia/carcinoma in situ of the
vocal cord, evaluating its histopathologic and morphometric aspects (epithelial area
and diameter of the nuclei), and proliferative index (ki-67), comparing the data with
normal squamous and transitional epithelia. Among the 1400 cases of laryngeal
carcinoma (1994-2006), 5 cases (0.35%) of severe dysplasia/carcinoma in situ were
identified. The control group included 2 men who did not smoke or drink, and were 52
and 78 years old. The patients with dysplasia were predominantly of the male
gender, in their 60s, and had smoking and drinking habits. When comparing
dysplastic with normal and transitional epithelia, they noted that the former occupied
a larger area in the epithelium, and had larger nuclei. The diameter of the nuclei per
cell layer had significant differences in normal squamous epithelium , but not in
dysplastic and transitional epithelia. The proliferative index was greater in dysplastic
epithelium when compared to normal and transitional epithelia; staining was
observed in the basal and parabasal nuclei in normal and transitional epithelia,

whereas staining was observed in all layers in dysplastic epithelium.

Key-Words: larynx, carcinoma in situ, vocal cord, antigen ki-67
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1. INTRODUGAO

1.1 Histologia da laringe e das pregas vocais

A laringe é formada por epitélio respiratorio, ou seja, epitélio cilindrico ciliado
pseudo-estratificado (Figura 1), pelo o epitélio pavimentoso e estratificado e pelo
epitélio de transigdo por células que sofre diferenciagdo progressiva das camadas
profundas para as superficiais (LE HUCHE; ALLALI, 2005).

As zonas de fortes pressdes fisicas como a mucosa da face anterior e
superior da face posterior da epiglote, a por¢ao superior das pregas ariepigléticas
e a face medial das pregas ventriculares e das pregas vocais sao revestidas por
epitélio escamoso estratificado ndo queratinizado (SANTOS et al, 2003;
FECHNER; MILLS,1992; MILLS; GAFFEY et al, 2000; GALE; PILCH et al, 2005).

O restante da laringe é revestido por epitélio respiratério ciliado (Figura 1),
cujos cilios ajudam a remover os acumulos de muco e material estranho da parte
inferior do trato respiratério em movimentos na direcdo das pregas vocais
(ZEMLIN, 2000; LE HUCHE; ALLALI, 2005).

Em um epitélio respiratério ou epitélio cilindrico ciliado pseudo-estratificado,
varias camadas de nucleos sugerem varias camadas celulares, mas na realidade,
todas as células estdo em contato com a matriz extracelular subjacente (Figura 1)
(STEVENS; LOWE, 2001).

O epitélio respiratério da laringe tem camadas com células achatadas na

camada basal, com pouca variacdo nos nucleos e podem variar de espessura e
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as células muco serosas podem ser numerosas ou raras (Figura 1) (FECHNER,;
MILLS, 1992; MILLS; GAFFEY et al, 2000).

Normalmente, a laringe tem paraqueratose na superficie, pois com a
continuada exposicao a agentes irritantes como a fumaga de cigarro leva a focos
de paraqueratose (FECHNER; MILLS, 1992; MILLS; GAFFEY; et al, 2000).

No epitélio da laringe verificam-se figuras mitdticas na camada basal e sua
espessura pode variar com de 5 a 25 células (FECHNER; MILLS, 1992; MILLS,
GAFFEY et al, 2000).

Ja o epitélio pavimentoso e estratificado ou escamoso € composto por varias
camadas celulares, de forma que as células superiores do epitélio ndo estdo em
contato direto com a matriz extracelular subjacente. As células da camada
superficial desse epitélio sdao achatadas e as células da camada basal e
intermediaria sao piramidais, poligonais ou ndo achatadas (Figura 2) (STEVENS;
LOWE, 2001).

O epitélio escamoso normalmente € nao queratinizado, mas aumenta a
quantidade com o aumento da idade (STEVENS; LOWE, 2001).

A mucosa escamosa nao queratinizada das pregas vocais possui cerca de 5
a 10 células. As glandulas muco serosas sdao abundantes na supraglote e
infraglote, mas s&o ausentes nas pregas vocais verdadeiras (GALE; PILCH et al,

2005).

O epitélio do tipo escamoso estratificado € formado mitoticamente a partir
das células mais basais que s&o levadas, pela proliferacdo continua, em direcéo a

superficie do epitélio (STIBLAR-MARTINCIC, 1997).
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Segundo Martins, Braz et al (2006), o epitélio de revestimento das pregas
vocais é composto por varias camadas de células planas e células basais ovais
que estdo orientados perpendicularmente a superficie e citoplasma escasso
(Figura 2).

As células das camadas mais superficiais encontram-se em constante
renovacdao e apresentam microprojecdes. O epitélio repousa sobre uma
membrana basal que acompanha o seu pregueamento e o separa da lamina
prépria (Figura 2) (FECHNER; MILLS, 1992; BEHLAU, 2001).

E importante saber que cerca da metade dos sujeitos adultos ndo fumantes
tem partes de epitélio escamoso intercalado com epitélio respiratério na
supraglote e infraglote. Nos fumantes, o epitélio respiratério ciliado da laringe é
totalmente substituido por epitélio escamoso (FECHNER; MILLS, 1992; MILLS;
GAFFEY et al, 2000).

O epitélio de revestimento da borda livre da prega vocal corresponde a um
epitélio escamoso, enquanto que o epitélio proximo ao ventriculo laringeo
(supraglote) ou a subglote é do tipo respiratério ciliado, com uma regidao de
transicéo entre eles (COLTON; CASPER, 1996; MELO, 2005).

A juncao entre o epitélio respiratério e o epitélio escamoso das pregas
vocais pode ser abrupta, mas usualmente ha uma zona transitéria com variagao
das diversas células para a largura de 1 a 2 mm (FECHNER; MILLS, 1992).

A zona transitoria consiste de células colunares que sao gradualmente
substituidas por células escamosas imaturas desorganizadas (Figura 3 e 4)
(FECHNER; MILLS, 1992; MILLS; GAFFEY et al, 2000).

Essa zona metaplasica escamosa imatura € analoga as frequentes

mudangas encontradas no colo uterino (MILLS; GAFFEY; FRIERSON, 2000).
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No colo do utero verifica-se que entre o epitélio colunar do canal
endocervical e o epitélio pavimentoso do ectocérvix encontra-se a jungdo escamo-
colunar da cérvix, regido de transformacédo propensa a comprometimentos
patolégicos induzindo um carcinoma, pois nele ocorre: perda do padrao
estratificado regular, propor¢ao nucleo-citoplasma elevada e variagdo de forma e
tamanho, aumentando a atividade mitética.Essas caracteristicas citoldgicas sao
tipicas de células malignas e quando estdo sem invadir, sdo conhecidas como
carcinoma in situ ou neoplasia intra-epitelial (NIC) (STEVENS; LOWE, 2001).

Microscopicamente, esta zona € desorganizada quando comparado ao
epitélio escamoso e epitélio respiratério ciliado adjacentes. As células dessa area
tém nucleos uniformes com mitoses confinadas a camada basal (Figura 3). O
padrao normal pode ser confundido com displasia ou carcinoma in situ.
(FECHNER; MILLS, 1992; MILLS; GAFFEY et al, 2000).

As glandulas muco-serosas (Figura 4) estdo presentes abaixo e acima do
epitélio escamoso da prega vocal, mas podem estar presente no musculo vocal
subjacente (FECHNER; MILLS, 1992; MILLS; GAFFEY et al, 2000).

A prega vocal é composta de mucosa e musculo (Figura 5 e 6 ) (RAMOS,
SIMOES, et al, 2005; HIRANO, 1981; HIRANO, 1993). A mucosa ¢é dividida em
epitélio escamoso estratificado, em sua borda livre e lamina prépria (RAMOS,
SIMOES, et al, 2005). Uma importante estrutura do epitélio € a membrana basal
que se encontra em intimo contato com a lamina propria. Observam-se pequenos
vasos sanguineos na mucosa da prega vocal, que correm paralelamente a sua

borda livre. Nao se notam glandulas na mucosa (HIRANO, 1981; HIRANO, 1993).
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Hirano (1991) considera o epitélio como uma fina capsula vibratéria capaz
de conter a prega vocal durante a fonagdo. Membrana basal € uma fina camada
de matriz extracelular especializada, sintetizada pelas células epiteliais e
fibroblastos da lamina propria. Faz parte do epitélio e representa a transi¢cao para
a camada superficial da lamina prépria. Juntamente com o arcabouco fibroso da
lamina prépria, forma a sustentacdo da mucosa da prega vocal. E uma estrutura
importante para vibragcdo da mucosa, pois, assim como a lamina prépria, promove
elasticidade e, ao mesmo tempo, resisténcia as pregas vocais (GRAY; HIRANO;
SATO, 1993; ABRAHAMSON, 1986).

A membrana basal normal ndo é observada, com detalhes, por meio de
coloragcao pela técnica da hematoxilina-eosina, rotineiramente utilizadas na
microscopia optica (NEVES; NETO et al, 2004).

A lamina prépria € subdividida em trés camadas (superficial, intermediaria, e
profunda), com aumento crescente em rigidez: superficial, média e profunda
(YAMASHITA, 1997; RAMOS, SIMOES et al, 2005; COLTON; CASPER, 1996;
MELO, 2005). Esta estrutura estratificada € para facilitar a fonagao (YAMASHITA,
1997).

Segundo Hirano (1975), a prega vocal € uma estrutura composta por cinco
camadas; epitélio de revestimento, lAmina propria, com camada superficial,
intermediaria e profunda e musculo vocal (por¢cdo medial do musculo
tireoaritenodideo) (Figura 5).

A lamina prépria € composta principalmente por tecido extracelular: fibras
elasticas e colagenas, vasos sanguineos e estroma, (COLTON; CASPER, 1996;
MELO, 2005). A camada superficial € uma camada solta e flexivel e é

denominada de espaco de Reinke, sendo a que mais se desloca e vibra
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durante a fonacédo, apresentando colageno frouxo, poucas células, alguns
fibroblastos e raros capilares. Esse espago permite o movimento ondulatério do
muco sobre as laminas superficiais, importantes na determinacdo da qualidade
vocal (COLTON; CASPER, 1996; MELO, 2005; RAMOS, SIMOES et al, 2005;
HIRANO, 1974; HIRANO, 1993).

A camada superficial contém inumeras fibras elasticas pequenas, imaturas,
compostas predominantemente de elaunin e oxytalan. Por ndo se distenderem e
por serem mais resistentes ao estresse mecénico, as fibras oxytalan seriam mais
abundantes na camada superficial (HAMMOND, ZHOU et al, 1997). Enquanto, as
fibras de elaunin concentram-se principalmente na camada intermediaria da prega
vocal (HAMMOND, ZHOU et al, 1997).

A camada intermediaria da lamina proépria fica abaixo da superficial € mais
densa, composta de fibras elasticas (RAMOS, SIMOES et al, 2005; COLTON;
CASPER, 1996; MELO, 2005). A camada profunda é mais rigida, sendo formada
por fibras colagenas contendo vasos sanguineos e tecido linfatico difuso
(RAMOS, SIMOES et al, 2005; COLTON; CASPER, 1996; MELO, 2005).

A camada intermediaria e profunda ndo define entre si esse limite, sendo
chamado entdo, de ligamento vocal, possuindo um decréscimo de fibras elasticas
e um crescimento de fibras colagenas em diregdo ao musculo vocal
(tireoaritendideo) (RAMOS, SIMOES et al, 2005; COLTON; CASPER, 1996;
MELO, 2005; HIRANO, 1974; HIRANO, 1993).

Porém, quando se utiliza a imuno - histoquimica se observa quantidade
semelhante de fibras elasticas nas camadas, pois esse procedimento é capaz de

identificar todas as formas de fibras elasticas (RAMOS, SIMOES et al, 2005).
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A distribuicdo dessas fibras é longitudinal e paralela a borda livre da prega
vocal. Assim como os capilares sanguineos da borda livre (RAMOS, SIMOES et
al, 2005). A lamina propria da prega vocal é importante na produgdo da voz
(RAMOS, SIMOES et al, 2005).

Na extremidade anterior e posterior da prega vocal, observam-se massas de
fibras elasticas, fibroblastos e estroma, denominadas macula flava anterior e
posterior, respectivamente. As maculas flavas sdo continuacbes da camada
intermediaria da lamina propria e parecem funcionar como amortecedores nas
insergcdes da prega vocal, levando a uma mudancga gradual na rigidez da estrutura
das cartilagens rigidas para a mucosa flexivel. Nao se observa glandulas nem
vasos calibrosos proximos a borda livre da prega vocal. Na camada superficial,
observam-se apenas capilares, enquanto que na intermediaria e profunda

encontram-se arteriolas, vénulas, pequenas artérias e veias (HIRANO, 1981).

Rosenfield, Milller et al (1982) analisou 0 musculo vocal, através de
técnicas de histoquimicas e mostra que este assemelha-se com os demais
musculos estriados esqueléticos do corpo humano, mas apresenta uma grande
especializagao para as fung¢des de fonagao e protecao das vias aéreas superiores

(funcao de esfincter), com caracteristicas morfologicas e metabdlicas unicas.

Do ponto de vista mecanico, as cinco camadas histolégicas podem ser
reclassificadas em trés seccgdes: cobertura, consistindo do epitélio e da camada
superficial da lamina prépria, que é a regidao que vibra durante a fonagdo, por

ser uma estrutura frouxa e flexivel; regido de transic&o, representada pelo
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ligamento vocal (camada intermediaria e profunda) da lamina prépria e o corpo,
consistindo do musculo vocal, que é uma estrutura densa, com propriedade
contrateis que permitem o ajuste de rigidez e tensdao do sistema (Figura 5 e 6)

(BEHLAU, 2001; HIRANO; KAKITA, 1985).

1.2 Cancer de Laringe e das pregas vocais

O cancer da laringe € uma neoplasia pouco frequente, representando 1 a
2% dos tumores malignos do homem. Sua importdncia se relaciona as
modificagdes que traz ao 6rgdo vocal, tanto pela sua presenga, como por
procedimentos cirurgicos terapéuticos, modificando ou mesmo abolindo a voz
falada (APRIGLIANO; MELLO, 2006).

Em certos pacientes, essas modificacbes levam as alteragdes
psicossociais, podendo mesmo comprometer sua qualidade de vida
(APRIGLIANO; MELLO, 2006).

O cancer da laringe € responsavel por uma incidéncia de aproximadamente
136.000 novos casos e de 73.500 mortes por ano no mundo.

No Brasil, ocorreram aproximadamente 2.400 obitos pela doenca no ano de
2000, em sua maioria, carcinomas de células escamosas, que representa cerca
de 2,7% de todos os casos de cancer e 2,2% dos 6bitos por cancer (DIAS;
KLIGERMAN et al, 2001).

O carcinoma escamoso de laringe é mais freqientemente encontrado em
individuos da 6° a 7° década de vida (BARNES; SERTON et al , 2001; OHLMS;
MCGILL et al, 1994; BOUGUOT; KUILAND et al, 1991; MILLS; GAFFEY et al ,

2000).
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Eles sdo mais comuns em homens, embora as mulheres tenham sido cada
vez mais afetadas porque tem aumentado a prevaléncia de fumo entre elas, tendo
uma relagao de incidéncia por sexo é de 7:1 (masculino — feminino ) (DE RIENZO;
GREENBERG et al, 1991; MENEZES, HORTA et al, 2002; OLIVEIRA; CURADO
et al, 2001; THOME; THOME et al, 2001; DIAS; KLIGERMAN et al, 2001; MILLS;
GAFFEY et al, 2000).

Além disso, a incidéncia é ligeiramente mais comum na area urbana do que
na rural (CATTARUZZA; MAISONNEUVE et al, 1996; RAFFEERTY; FENTON et
al , 2001).

Mundialmente, 10% dos tumores malignos sdo de cabega e pescogo.
Dentre estes, 90% sé&o carcinomas escamocelular (CEC) (HOSSFELD et al,1993).
No cancer de pregas vocais, o tipo carcinoma escamo celular € o mais
comumente encontrado (FILHO, 2004).

Segundo Mcquarrie, Gibson et al (1986), Rice; Spiro (1989) e Dias,
Kligerman (2001), a distribuicédo relativa dos locais do tumor é de 42% cavidade
oral, 25% laringe, 15% orofaringe e hipofaringe, 7% glandulas salivares maiores,
entre outros. Dos 25% que acometem a laringe, aproximadamente 2/3 desses
tumores surgem na glote e 1/3 acomete a laringe supraglética. (PARKIN; PISANI
et al, 1990).

Em um estudo feito sobre a epidemiologia do tumor de laringe no Brasil no
periodo de 1995 a 2000 foi observado que em Recife o risco € de 5 a 10 /100.000
habitantes (FILHO, 2004).

Na dissertacdo de Mestrado de patologia da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), na pesquisa de Guerra (1991), a qual utilizou 27 laringes

do Servico de Verificacdo de Obitos da (SVO-UFPE) e buscou saber as
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diferengas do epitélio das pregas vocais entre fumantes e ndo fumantes e néo
verificou diferengas significativas quanto a area do epitélio e a area média dos
nucleos. Ela referenciou a dificuldade na coleta por causa das variaveis, ja que a
faixa etaria era de 50 a 68 anos, em homens.

Em outra pesquisa do Mestrado de patologia realizada por Paes (2002) fez
um estudo comparativo com 80 laringes, sendo 60 de senescentes e 20 de
adultos jovens do sexo masculino retirados do Servico de Verificacdo de Obitos
da (SVO-UFPE), observando o comprimento da laringe e das pregas vocais. Em
seus achados, houve diferenga significativa em relacdo ao comprimento da
porcdo membranosa das pregas vocais. No grupo senescente constatou
assimetria entre as pregas vocais, mas correlagcdo entre o comprimento das
pregas vocais. Ela ndo abordou o fumo ou qualquer outra doenga, apenas
verificou sexo e idade e excluiu carcinomas ou doengas relacionadas a laringe.

O carcinoma é uma das doencas neoplasias mais comuns observadas na
prega vocal. Ele originalmente ocorre no epitélio e invade outras estruturas como
a lamina propria e o musculo. Geralmente ele é unilateral, provocando uma
assimetria nas pregas vocais (COLTON; CASPER, 1996; CRUZ; DEDIVITIS et al
, 2003).

A displasia laringea é identificada nas pregas vocais verdadeiras, e
aparecem na maioria das vezes unilateral, mas pode ser bilateral em 30% dos
casos (GALE; PILCH et al, 2005; BARNES, 2001; MILLS; GAFFEY et al, 2000).

O cancer gldético (pregas vocais) tem como sintoma comum, a rouquidao,
responsavel pela procura imediata do centro diagndstico e quando encontrado

nessa fase, geralmente sdo pequenos (OLIVEIRA; CURADO et al, 2001;
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GALE; PILCH et al, 2005; BARNES, 2001; MILLS; GAFFEY et al, 2000;

CARREY; WENNENBERG, 2001).

1.3 Estadiamento e Tratamento para o carcinoma glético

O estadiamento pelo sistema TNM da Unido internacional contra o cancer
(UICC) (1989) e da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (2005) para o
carcinoma glético € o seguinte:

Para todos os sitios:
pTx — impossibilidade de avaliacdo do tumor primario
pTO — sem evidéncias de tumor primario
pTis — carcinoma in situ
T1 — Tumor limitado a (s) corda(s) vocai(s), pode estender a comissura anterior ou
posterior, com mobilidade;

T1a — Tumor confinado a uma corda vocal ;
T1b — Tumor compromete ambas as cordas vocais;
T2 — Tumor estende-se & supraglote e/ ou glote, e/ou com mobilidade diminuida
da corda vocal;
T3 — Tumor confinado a laringe, com fixagao da corda vocal,
T4 — Tumor invade cartilagem tiredide e/ou estende-se a outros tecidos.
Quanto a Linfonodos regionais (N):
NX — linfonodos regionais nao podem ser avaliados;
NO — auséncia metastase em linfonodos regionais;
N1 — metastase em um unico linfonodo homolateral com 3 cm ou menos sem sua

dimensao;
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N2 — metastase em um unico linfonodo homolateral com mais de 3 cm e ate 6
cm;
N3 — metastase em linfonodo com mais de 6 cm em sua dimensao.
Quanto a metastase a distancia:
MX — nao avaliavel;
MO — auséncia de metastase a distancia;

M1 — metastase a distancia

Dependendo do estadiamento existem diferentes indicagdes cirurgicas. As
laringectomias parciais sdo indicadas para o cancer glético T1, T2 ou T3 e as
laringectomias totais sdo indicadas em casos de T4, ao qual ocorre a retirada do

érgdo (BEHLAU, 2005; PODESTA; SA, 1994).

As laringectomias parciais podem ser horizontal (transversal) ou vertical

(longitudinal). Nas modalidades horizontais, pode ser laringectomias supragloticas

e laringectomia_supracricoidea, ocorre a manutencdo das estruturas do nivel

gldtico. Ja as verticais, classificam-se em cordectomia, com ou sem remogao da

cartilagem aritendide; laringectomia frontal anterior, ressec¢do da quilha da

cartilagem tiredide, com tergo anterior de ambas as pregas vocais; laringectomia
frontolateral, quando a ressecgao € na quilha da cartilagem tiredide, mais uma

prega vocal, com ou sem aritenoidectomia; hemilaringectomia, a qual as

estruturas ressecadas incluem a comissura anterior, toda prega vocal, com ou
sem aritenoide, ventriculo, prega vestibular e tergo anterior da prega contralateral.

As laringectomias totais sdo a remogao de todo arcabougo cartilagineo da laringe,

musculos e outras estruturas contidas nele (CAMARGO,1998).
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A cordectomia consiste na resseccao de uma prega vocal, com margem no
pericbndrio interno, com ou sem aritenoidectomia. Apdés a cordectomia, a voz
resultante melhora em médio prazo, quando se forma uma fibrose no local da
prega vocal ressecada, denominada de neocorda, que passara a atuar como
muro de apoio da prega vocal remanescente (BEHLAU, 2005).

Quando essa neoplasia é diagnosticada precocemente, ela é curavel, na
maioria dos casos, por métodos cirurgicos, conservadores, irradiagdo, ou esta
combinada a cirurgia e a quimioterapia, com bons resultados quanto a sobrevida
do paciente e a preservacao de sua voz. As taxas de sobrevida alcangam 90%,
independentemente da terapéutica conservadora ser cirurgica ou radioterapica. O
objetivo primordial € a conservagao da fungao laringea (respiratéria e fonatéria) e
a reabilitacdo fonoaudiolégica limitando as sequelas terapéuticas (OLIVEIRA;
CURADO et al, 2001; APRIGLIANO; MELLO, 2006; ARCHER; YEAGER, 1982).

Barnes (2005) refere que o carcinoma glético pode ter um tratamento
conservador por radioterapia com boa sobrevida, associada ou nado a
quimioterapia.

Para o carcinoma in situ, o tratamento € a decorticagao, com a remocao da
mucosa contendo a area ulcerada. Com menos frequéncia, pode-se deparar com
lesdes que comprometem a mucosa das pregas vocais e nesses casos, a
radioterapia pode ser utilizada, quando ndo é possivel ter certeza de que toda
lesdo foi removida com a remogéo da mucosa (BEHLAU, 2005).

O tratamento do céncer das pregas vocais tem sofrido mudancas

importantes nos ultimos vinte anos, devido tanto a melhoria das técnicas
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cirargicas, como também um melhor entendimento da disseminagdo tumoral
(GOMES, 2000; HERNANDEZ; MARCHEZAN, 2001).

E realizado por uma equipe multidisciplinar formada por médicos
otorrinolaringologistas, enfermeiros, nutricionistas, psicélogos, fisioterapeutas,
assistentes sociais e fonoaudidlogos, tendo este ultimo a fungdo de observar e
tratar as disfagias comumente encontradas nesses casos e reabilitar a
capacidade da comunicagao (GOMES, 2000; HERNANDEZ; MARCHEZAN,
2001).

Segundo Aprigliano, Mello (2006), todas as medidas profilaticas em relagéao
ao cancer da laringe sdo da maior importancia.

As principais sdo: a) o abandono do tabagismo, um dos principais irritantes
que leva a transformacgdes no epitélio, com o aparecimento de lesdes malignas,
b)diminuicdo do consumo de bebidas alcodlicas, ndo s6 pela sua irritante agao
local, como também pelo efeito debilitante, c) evitar trabalho em ambiente
altamente poluido, d) tratamento de pacientes com lesbes laringeas de potencial
maligno, como: hiperqueratose, papiloma do adulto, e) a disfonia ou rouquidao,
sintoma mais frequente nos tumores gléticos (todo paciente que, sem causa
aparente, ficar disfénico por mais de duas semanas, f) qualquer dificuldade na
degluticdo que perdure, como também escarro sanglineo, sdo sinais que
merecem atencao imediata, g) nddulos ou qualquer endurecimento nos tecidos do

pescogo.
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1.4 Displasia do epitélio da laringe e pregas vocais

Na laringe, as lesbes precursoras sdo definidas como alteragbes
progressivas do epitélio escamoso até carcinoma in situ. Essas alteragbes
mostram uma variedade de mudancgas arquiteturais e citolégicas que tem sido
tradicionalmente agrupada com o termo displasia (GALE; PILCH et al, 2005).

A classificagdo das lesbdes precursoras mais adotada é a da OMS (2005),
mas ha outras classificagdes sendo utilizadas. Uma delas utiliza a nomenclatura
(Neoplasia intra-epitelial escamosa - SIN) de forma assemelhada a NIC proposta
por Richart (1968) para as neoplasias intra-epiteliais da cérvix uterina. Outra
classifica as lesdes precursoras como lesdo escamosa intra-epitelial (Ljubljana)
de forma analoga a classificagdo do sistema Bethesda para citologia cervico-
vaginal (GALE; PILCH et al, 2005).

Essa classificacdo é de autoria de kambic - Lenart , que optou por usar o
sistema de graduacao de cérvix, criando em 1971 a classificacdo em laringe
(Ljubljana).

A classificagdo da OMS (2005) subdivide as lesdes precursoras em:
hiperplasia de células escamosas, displasia leve, displasia moderada, displasia
severa e carcinoma in situ. Na classificacdo que utiliza o termo SIN: displasia
leve corresponde a SIN 1; displasia moderada a SIN 2, displasia severa e
carcinoma in situ a SIN 3. Ja na classificacdo de Ljubljana (lesdo escamosa
intraepitelial — SIL) subdivide-se em: hiperplasia escamosa simples, hiperplasia
das células basal e para basal, hiperplasia atipica e carcinoma in situ. Fazendo

uma analogia entre as classificagdes, observa-se que na classificagdo de
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Ljubljana classifica a hiperplasia atipica corresponde a SIN 2 e 3 e a displasia
moderada e severa respectivamente.

Neste trabalho adotamos a classificagdo da OMS dos tumores de cabeca e
pescogo (2005). A classificagao histoléogica da OMS (2005) descreve os critérios
arquiteturais e citoldgicos para diagndstico das displasias que séo:

Arquiteturais: estratificacao epitelial irregular, perda da polaridade das
células basais, forma de gota das papilas do epitélio escamoso, aumento do
numero de mitoses, mitoses anormais na superficie, queratinizagao prematura de
células escamosas isoladas (disqueratose).

Citologicos: variagao anormal do tamanho (anisonucleose) e da forma
(pleomorfismo nuclear) dos nucleos, variagdo no tamanho das células
(anisocitose), variagao na forma das células (pleomorfismo celular), aumento da
razao nucleo/ citoplasma, figuras mitéticas atipicas, hipercromasia e aumento do
numero e tamanho dos nucléolos.

O epitélio das lesdes precursoras geralmente é espessado, contudo nao ha
evidéncias de invaséo (GALE; PILCH et al, 2005).

Na classificagdo da OMS (2005), tem-se que a hiperplasia é o aumento do
numero de células, e isso pode estar presente nas células da camada
basal/parabasal ou/ e em todas as camadas. Sua arquitetura mostra estratificacao
regular e ndo ha atipia celular. Ja a displasia, um disturbio arquitetural
acompanhado por atipia citolégica.

No entanto, & dificil o reconhecimento das primeiras manifestagcoes da
displasia, e por isso devem ser observadas todas as caracteristicas para fazer a
distincdo consistente entre hiperplasia e as primeiras etapas da displasia, que se

dividem em:
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e Displasia leve: disturbio arquitetural limitado ao tergo inferior do epitélio
acompanhado de atipia citologica e isso define o critério minimo de displasia.

e Displasia moderada: disturbio arquitetural que se estende até ao tergco médio
do epitélio, critério inicial para reconhecer essa categoria. Contudo,
consideracdo no grau de atipia citolégica pode requerer reclassificagcéo.
Observa-se uma presenga maior de nucleos irregulares, com cromatina
condensada e nucléolos proeminentes, além de mitoses que estao presentes
em 2/3 do epitélio.

o Displasia severa: caracteriza-se por alteragdes presentes em mais de
tergcos do epitélio mostrando perturbagcdo arquitetural com citologia atipica.
Entretanto, se essa perturbacao estender-se até a metade do epitélio, mas
com citologia atipica, a lesdao deveria ser enquadrada com displasia
moderada a severa. Observam-se células com disqueratose, mitoses atipicas

e com atividade aumentada e com queratinizagao acima da superficie.

Existe também o carcinoma in situ, que se caracteriza pela transformacéao
maligna, todavia sem a existéncia de fendmenos invasivos. O diagndstico de
carcinoma in situ é formado quando ha anormalidades arquiteturais
acompanhadas por atipia citolégica na espessura completa ou quase completa do
epitélio. Mitoses atipicas, inclusive na camada superficial sio comumente vista
no carcinoma in situ, mas a lesdo nao ultrapassa a membrana basal. Esta é uma
lesdo maligna limitada ao epitélio escamoso da mucosa. Porém, quando
pequenos brotos epiteliais partindo da basal invadem a submucosa, ele é

denominado carcinoma in situ com microinvasao, todavia a classificacéo da
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OMS néo estabelece “ponto de corte” para diferenciar um carcinoma
microinvasivo do invasivo, tampouco a classificagcédo UICC do sistema TNM.
Uma diferenciacdo muito importante deve ser feita entre o carcinoma in situ
e 0 microinvasivo. O primeiro ndo ultrapassa a membrana basal do epitélio e o
segundo ja invade a membrana basal num pequeno foco. Tanto o carcinoma in
situ quanto a displasia grave, indicam risco de transformagdo para carcinoma
invasivo (SENNES; DOMINGOS et al, 2002).

As lesdes displasicas ocorridas em cabeca e pescoco, frequentemente
conservam um maior componente de células queratinizadas, mesmo as de alto
grau (AGATHANGGELOU; NIEDOBITEK et al, 1995). Essas displasias
gueratinizadas sdo menos comuns na area ginecoloégica.

Nao se deve definir atipia como sinbnimo de presenca de displasia, pois ela
esta presente na inflamagdo, mas nesse contexto refere-se as mudancas
citolégicas que podem ou n&o ter nas lesdes pré- malignas (GALE; PILCH et al,
2005; MILLS; GAFFEY et al, 2000).

Segundo Aprigliano, Mello, (2006), os tumores da regiao glética séo os
mais frequentes entre as lesbes malignas da laringe, de evolugéo lenta, com

principal sintoma, a disfonia.

Queratose

A queratose pode ser presente sem esta associada a displasia pode ser vista
na mucosa de cabeca e pescogo, mas frequentemente em areas preexistentes do
epitélio escamoso, mas ocasionalmente sobreposta sobre a mucosa escamosa

metaplasica (MILLS; GAFFEY et al, 2000).
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Na laringe, hiperqueratose é veementemente associado com o fumo e tem
predilecdo pela pregas vocais. Microscopicamente, a queratose é caracterizada
por uma mucosa escamosa normal ou de espessura aumentada, com camada
celular granular proeminente (MILLS; GAFFEY et al, 2000).

A superficie queratinizada ndo é sugestiva de um melhor progndstico ou
menor risco para subsequente carcinoma invasivo (MILLS; GAFFEY et al, 2000).

A queratinizacao é mais frequentemente encontrada no carcinoma escamoso
bem ou medianamente diferenciado, mas ndo pode ser considerada como critério
histolégico para graduagao das displasias (GALE; PILCH et al, 2005).

Epitélio com queratose sem displasia carrega um risco muito baixo de
progressao para carcinoma invasivo com incidéncia de 1 a 5%, ao contrario do
epitélio com queratose associada a displasia onde ha alto risco de evoluir para
carcinoma com incidéncia de 11% a 18% (BARNES, 2001; GALE; PILCH et al,
2005; BARNES, 2001).

Norris, Peale (1963) estudaram 30 pacientes com queratose laringea
desprovidos de displasia e notou que apenas um desenvolveu um carcinoma
invasivo.

A deteccdo das displasias da laringe ndo é importante apenas para
prevenir a evolugcdo para carcinoma invasivo, mas também poderia conduzir a
uma cuidadosa pesquisa clinica para o carcinoma invasivo. E sabido que
carcinomas invasivos descobertos no prazo de seis meses apos 0O

diagndstico de displasia quase certamente estavam presentes no momento da
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apresentacao inicial, ndo representando um avango rapido das lesdes displasicas

(MILLS; GAFFEY et al, 2000).

1.5 Fatores de risco

Os casos de cancer de laringe estao relacionados com o uso do tabaco ou
associagao deste com o alcool (DIAS; KLIGERMAN et al, 2001; APRIGLIANO;
MELLO, 2006).

No Brasil, verifica-se que o consumo de bebidas alcodlicas bem como o
habito de fumar tem aumentado progressivamente, sendo cada vez mais precoce,
alcangando, também, as mulheres (WAGNER; STEMPLIUK et al, 2007;
SECRETARIA NACIONAL ANTIDROGAS, 2007).

O risco do desenvolvimento do cancer laringeo é potencializado pela agao
sinérgica do fumo e do alcool, aumentando o risco de desenvolvimento desse
cancer em cerca de 100% (NORONHA, 1997).

Outros fatores relacionados ao fumo aumentam o risco para o carcinoma
escamoso na laringe tais como: o fumo na idade jovem, longa duragdo, numero
elevado de cigarros por dia e a profunda inalagdo da fumaga (BENHAMOU;
LARAQUI et al, 1992; HEDBERG; VAUGHAN et al, 1999).

Carey, Wennenberg (2001), Barnes (2001) e Mlills, Gaffey et al (2000)
referem que a etiologia incluem o tabagismo e abuso do alcool e que o risco de
displasia aumenta com o tempo de uso de fumo e/ou alcool

A influéncia do tabaco é confirmada entre os néo etilistas (BURCH;
HOWE et al, 1981; WYNDER; COVERY et al, 1976) . Evitar o uso do cigarro

e alcool poderia prevenir cerca de 90% do carcinoma de laringe (FARCHI,



39
1992). Estudos revelaram que o risco de desenvolvimento dessas neoplasias é
14,3 vezes maior em individuos que fumam em comparagdo com 0s que hao
fumam (DIAS; KLIGERMAN et al, 2001).

Cerca de 90% dos carcinomas epidermdides na regido da cabeca e
pescogo ocorrem em fumantes e a maioria destes pacientes consome alcool em
moderada ou grande quantidade (BRUGUERE; GUENEL et al,1971).

Levando-se em consideragdo o numero de pessoas expostas ao tabaco e
ao alcool, existem poucos casos de cancer de cabega e pescogo e isto sugere
que os fatores genéticos sdo importantes para o desenvolvimento da doenca
(COOPER; JOVANOQVIC et al,1995).

As displasias sao lesdes reversiveis, apos remogao dos fatores de risco, como
a retirada do fumo (MILLS; GAFFEY et al, 2000; AUERBACH; HAMMOND et al,
1970).

Num estudo por Auerbach, Hammond (1970) notou-se que entre os 644
pacientes, 16% eram fumantes e tinham displasia acentuada ou carcinoma in situ,
25% ex - fumantes tinham uma leve atipia sem a presenga de carcinoma in situ e
59% nunca fumaram. Os achados nos ex - fumantes foram semelhantes aos que
nunca fumaram e foi concluido que as lesdes nos ex- fumantes regrediram apés
a cessacgao do tabagismo.

Outros fatores também sao citados como responsaveis pelo
desenvolvimento de lesbes displasicas como: infeccbes cronicas, exposicao
ambiental em industrias, exposicado ocupacional com hidrocarbonetos
aromaticos e aos asbestos, radiagcdo ionizante, deficiéncia de vitamina A,
disturbio hormonal, a presenga do refluxo gastroesofagico, além do virus

papiloma humano (HPV (GALE; PILCH et al, 2005; CAREY; WENNENBERG,
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2001; SCHANTZ; YU, 2001; FREIZE; BEATTY et al, 1996; MILLS; GAFFEY et al,
2000; NORONHA, 1997).

Freize, Beatty et al (1996) referem que o refluxo gastresofagico pode atuar

como promotor na presencga do tabaco e alcool.

1.6 Imuno - histoquimica / Marcador (Ki - 67)

A imuno - histoquimica é o método mais simples para identificacdo de
substancias presentes nas células tumorais. O método emprega anticorpos
dirigidos contra a substancia que se pretende identificar. A reacdo antigeno-
anticorpo é revelada por método de coloragao, avaliada a microscopia Optica e em
material emblocado em parafina (INOUE; AMAR et al, 2005).

Em relagdo aos marcadores utilizados para afericao da proliferacao celular,
o anticorpo anti Ki -67 é considerado, atualmente, o de maior acuracia, sendo
analisado em diversos tipos de neoplasias. ldentifica-se a presenca deste
antigeno em tumores emblocados em parafina mediante o anticorpo MIB-1
(ISOLAN, 2004).

O Ki-67 é uma proteina nao histdnica, com peso molecular aparente de 345
a 349 Kd, presente em todas as fases do ciclo celular (exceto GO), sendo sua
denominagéao decorrente de sua identificagdo em Kiel (Alemanha) na 672 placa de
cultura tecidual, tratando-se de uma IgG1 de camundongo produzida contra uma
fragdo nuclear da linhagem celular L428 da doenca de Hodgkin, alcangando sua
maior expressao nas fases G2 e M (GERDES et al, 1991; BROWN; GATTER,
1990; SASAKI; MURAKAMI et al, 1987).

O marcador tumoral Ki-67 € uma proteina associada a cromatina

nuclear que atua na fase ativa do ciclo celular. Sua expressao ocorre apenas nas
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células em proliferagéo, atingindo um pico na fase G2 e ndo sendo expresso na
fase GO (GERDES; LEMKE et al, 1984).

Sendo um antigeno monoclonal, de vida média de uma hora, o
cromossomo 10 parece ser aquele envolvido na sintese protéica determinante
deste antigeno no ciclo celular (DARZYNKIEWIKZ, 1992; GARRIDO, CORDELL
et al, 1992; KEY, PETERSEN et al, 1993).

Assim, varios trabalhos referenciam o Ki-67 como preditor clinico do
comportamento biolégico das neoplasias malignas, por estimar o indice de
proliferacdo (GERDES, 1991; SASAKI; MURAKAMI et al, 1987).

Outro aspecto que merece ser ressaltado € que o aumento da positividade
pelo Ki-67 esta associado a mau prognostico (BARBOSA; ROSAS et al, 2003).

Diante da presenca de neoplasias indiferenciadas, o Ki-67 € o melhor
marcador de proliferagao celular atualmente disponivel, que se relaciona com o
progndstico do paciente (ALVES, 1999; NEGRAO; ISOLAN et al, 2006).

Ao marcar o comportamento de crescimento populacional, permite
estabelecer uma relagao direta com o progndstico, o qual devera de toda a forma,
ser acrescido daquelas células (G0) ndo marcadas. Alguns autores obtiveram um
indice de marcacédo de 25,09% nas neoplasias indiferenciadas, outros autores
referem valores menores para neoplasias diferenciadas como 14% para o
carcinoma epidermoide, 13,6% para o adenocistico (MURAKAMI; OHTANI et al,
1992).

Isto permite prever a utilizagdo do marcador como diagndstico diferencial
entre neoplasias benignas e malignas, nos pacientes onde a duvida persiste, em

situagdes que a histopatologia ndo consegue diferencia-los.
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Vale salientar que o emprego do Ki-67 poderia ser util como indicador
progndstico das neoplasias malignas em geral e das lesdes displasicas.

Num estudo com 128 pacientes com carcinomas de laringe em estagio T2,
concluiram que altos valores de Ki-67 se relacionam com melhor progndstico
quando se realiza radioterapia (KROPVELD; SLOOTWEG et al, 1998).

Nos ultimos anos, o anticorpo monoclonal MIB-1 tem sido bastante utilizado
pelos pesquisadores para estudo retro e prospectivo, pela possibilidade de se
obter um indice de proliferagdo de fragmentos tumorais conservados em parafina
(FERRARI; ARAUJO et al, 2003).

Segundo Van Dierendonck et al (1989), um marcador de proliferacdo
celular deve apresentar os seguintes critérios: a presenga continua do antigeno
durante o ciclo celular em todos os tipos de células, e o desaparecimento deste
quando a célula passa para um estado nao proliferativo.

Em relacdo a estes critérios, o Ki-67 encontra-se presente em todas as
fases do ciclo celular, com excec¢ao de GO, e em todos os tipos de células com
capacidade proliferativa. Quanto ao segundo critério, entretanto, existem certas
dificuldades na conceituagao tedrica em definir o que seja uma célula nao
proliferativa, pois o tempo entre as mitoses pode variar consideravelmente,
dependendo das condi¢gdes do meio extracelular, tanto in vivo como in vitro.

Dessa forma, o marcador podera ser detectado sem a ceélula de fato
encontrar-se em proliferacdo. No que tange a outro aspecto, o termo marcador
de proliferacdo esta se referindo somente ao potencial da célula de se
dividir, e ndo a evento final da divisdo celular, pois em um tumor que expresse

células imunopositivas para Ki-67, essas podem nao se duplicarem quando
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submetidas, por exemplo, a quimioterapia, permanecendo a imunomarcagao
(VAN OIJEN et al, 1998).

Independentemente destes exemplos, € inquestionavel que a expressao da
proteina Ki-67 e a proliferacdo celular estdo estritamente relacionadas
(SCHOLZEN; GERDES, 2000; NEGRAO; ISOLAN et al, 2006).

Em outras palavras, Ki-67 €, teoricamente, um pardmetro do estado
fisiolégico da célula, porém, ndo da sua capacidade de proliferagdo, pois nao
fornece informacdes relativas ao tempo necessario entre as mitoses. Isso se
explica pela complexidade dos fatores que atuam no ciclo de uma célula, tanto
internos (produtos de genes supressores de tumor, entre outros) quanto externos
(quimioterapia, entre outros). Apesar de todas estas consideragbes, o Ki-67 €&
considerado o melhor marcador de proliferagdo, atualmente, porque foi
encontrada forte correlagdo entre este e o prognodstico de diversos tumores
(SCHOLZEN; GERDES, 2000).

Em relagdo a detecgao do Ki-67, no passado o maior empecilho para os
estudos referentes a esta proteina era a incapacidade do anticorpo original se
expressar em materiais emblocados em parafina. Este fato foi superado com o
surgimento do anticorpo monoclonal MIB-1, que tem mais sensibilidade e
facilidade metodolégica, quando comparado a contagem do numero de células
em mitose (indice mitético), e mais especificidade, quando comparado com o
PCNA. Este ultimo, de acordo com Prosperi (1997), nao € recomendado como
marcador de proliferacao celular porque se apresenta positivo mesmo em células
em GO0. Em suma, Ki-67 é considerado o marcador de proliferacdo celular de

maior acuracia, sendo utilizado muitas vezes como fator progndstico em
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neoplasias benignas (SCHOLZEN; GERDES, 2000; NEGRAO; ISOLAN et al,

2006).

Estrutura e Fungoées do Ki- 67

Sua fungao ainda néo foi esclarecida, mas acredita-se que o gene Ki-67
mantém a estrutura do DNA organizada durante a mitose (SAWHNEY; HALL,
1992).

O Ki-67 atua na sintese de duas isoformas da proteina Ki-67, uma com 320
kD e outra com 359 kD, relacionadas com a presenca ou a auséncia,
respectivamente, do exon 7 deste gene. Até a presente data, nenhuma outra
proteina exibiu similaridade com o Ki-67 (STARBORG et al, 1996; SCHOLZEN;
GERDES, 2000; KAUSCH, LINGNAU et al, 2003).

Apesar de recentes estudos relacionarem a proteina Ki-67 com fenbmenos
de fosforilagdo e transporte nuclear, sua funcdo permanece desconhecida.
Atualmente, tem sido sugerido que Ki-67 tem um papel crucial na proliferagao
celular porque a administragdo de anticorpos contra este antigeno tem diminuido
a taxa de divisédo celular (STARBORG et al, 1996; SCHOLZEN; GERDES, 2000;
KAUSCH, LINGNAU et al, 2003).

Em relagédo a expresséo da proteina Ki-67 dentro do ciclo celular, Gerdes,
Lemke et al (1984), analisando detalhadamente a estimulagao do ciclo celular de
leucdcitos sanguineos mononucleares pela fitohemoglutinina, verificou que o
antigeno Ki-67 estava presente no final da fase G1 e durante o periodo total das
fases S, G2 e M, estando ausente na fase GO. Alguns autores (LOPEZ, BELLOC
et al, 1991; DARZYNKIEWICZ, 1992), entretanto, discordam quanto a presenca

do Ki-67 em G1.
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Essa discrepancia pode ser esclarecida parcialmente pela hipotese de Du
Manoir, Guillaud et al (1991), na qual sdo propostas trés diferentes vias em G1.
Em uma primeira ha diminuicdo da proteina Ki-67 e a célula, provavelmente,
entrara em GO; em uma segunda, sendo a célula estimulada por fatores de
crescimento, havera um aumento do Ki-67 e a célula entrara na fase S. Na ultima,
o Ki-67 encontra-se estavel, exibindo intensidade constante durante G1,
correspondendo a 6timas condigdes de proliferagao celular.

A intensidade da presenca do Ki-67 nas diferentes fases do ciclo celular,
ela aumenta durante as fases S e G2, adquirindo maxima intensidade na
metafase e comegando a diminuir na teléfase. Essas observagdes sao sugestivas
do periodo de atuagao do Ki-67 no ciclo celular (DU MANOIR, GUILLAUD et al,
1991; DARZYNKIEWICZ, 1992; STARBORG et al, 1996).

Em relacdo a meia-vida da proteina Ki-67 €& de, aproximadamente, 90
minutos (HEIDEBRECHT et al, 1996). A localizacdo do Ki-67 no ciclo celular
depende da fase em que este se encontra, estando presente como numerosos
focos no nucleo celular durante G1, no nucléolo durante S e G2, na superficie dos
cromossomos durante a metafase e distribuida difusamente no citoplasma apods a
quebra da membrana nuclear (DU MANOIR, GUILLAUD et al, 1991; STARBORG
et al, 1996; KILL, 1996).

Entretanto, outros autores (BRAUN; PAPADOPOULUS et al, 1988; VAN
DIERENDONCK et al, 1989) encontraram Ki-67 no citoplasma durante a fase S.
Estas discrepancias podem ser devido aos diferentes protocolos de fixacédo e
técnica imuno-histoquimica, bem como aos diferentes tipos celulares utilizados

nestes estudos (SCHOLZEN; GERDES, 2000).



46

Por fim, a atividade proliferativa pode ser avaliada por imuno- histoquimica
usando o anticorpo monoclonal para o antigeno Ki-67 (MIB-1), que marca
proteina nao histona presente no nucleo das células em ciclo. Assim sendo, o
indice de proliferacéo é expresso pela porcentagem de células positivas para Ki-

67 em cada tumor (LIMA; FILHO et al, 2003).

1.7 Analise digital de imagens em Patologia

No apoio a interpretagcdo dos resultados obtidos pela histopatologia e
imuno-histoquimica de células tumorais, os sistemas computadorizados de
andlise de imagens tem fornecido dados qualitativos e quantitativos mais
refinados e objetivos esclarecendo assim, varios aspectos histomorfométricos das
neoplasias (DERMIRKAYA , 1999).

A computacdo digital tem trazido grandes beneficios na armazenagem,
discriminagcdo e estudo estatistico de dados numéricos. A habilidade do
computador em apresentar graficos complexos, avaliar padrbes de cor e
armazenar imagens, tem sido amplamente utilizada nas analises morfométricas
de padrdes histolégicos e citologicos (HAMILTON; ALLEN, 1997; LAMBERT;
LAPIDUS et al, 2001).

Varias técnicas morfométricas foram elaboradas durante as ultimas
décadas com a expectativa de introduzir na pratica de patologia critérios objetivos
e reprodutiveis concernentes ao diagnostico e ao prognéstico de doengas.
Todavia, os estudos quantitativos nao foram, inicialmente, considerados praticos,
em face da complexidade das técnicas e ao longo tempo envolvido no processo

(BARTELS; THOMPSON, 1994).
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O desenvolvimento de métodos para processamento de imagens tem
facilitado aos interessados em extrair cada vez mais informagdes devido a
capacidade de se realcgar, excluir e delimitar certas caracteristicas obtidas pela
imagem digital. Estas imagens digitais séo representadas por uma matriz cujos
elementos sdo chamados pixels (picture elements) que representam a unidade
fundamental de analise de uma figura através de tonalidades especificas de cor
(SYNOPSIS,1996).

Com o advento dos programas computacionais especializados em analise
de pardmetros microscopicos, cada vez mais esta pratica tem se tornado
frequente nos laboratérios seja para pesquisa ou diagndstico de rotina
(HAMILTON; ALLEN, 1997; BARBOSA; JUNIOR, 2001).

As vantagens da mensuragao das estruturas biolégicas na histopatologia
incluem: 1) diminuicdo da variabilidade na quantificagdo dos aspectos celulares e
teciduais, 2)promocédo de uma escala numérica e reprodutivel dos aspectos
qualitativos, 3) aumento da sensibilidade na detecgcédo de alteragdes minimas, 4)
avaliacao dos efeitos de diferentes métodos de processamento histolégico, 5)
emprego no controle da qualidade, 6) determinagao de forma e tamanho e padréao
para ensino e diagndstico, 7) maximizagcdo como ferramenta de pesquisa
(HAMILTON; ALLEN, 1995; TRUE, 1996).

Através da analise computadorizada de imagens podem ser processadas
medidas lineares, contagem de objetos, determinacdo de forma, estereologia,
além de mensuragbes mais complexas e multiparamétricas (BARTELS;

THOMPSON, 1994; TRUE, 1996; OBERHOLZER; OSTREICHER et al, 1996).
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Estes novos parametros tem servido como auxiliares no diagndéstico de
neoplasias dos mais variados tipos (HERMAM, 1996; WALDMAN; SAUTER et al,
1996; NOVIK, 2000; RUNEGNI; CEVENINI et al, 2001).

Avaliagbes histolégicas através da Imuno-histoquimica (WEINBERG,
1994), imunofluorescéncia (WAGGONER et al, 1996), densitometria do DNA
(COHEN, 1996) e reconstrugdo tri- dimensional de estruturas (WHIMSTER,;
COOKSON, 1995) conjugadas a métodos morfométricos computadorizados, tanto
no modelo experimental murino (FIGUEREDO; SILVA et al, 1999), como em
seres humanos (MAIA; FIGUEREDO-SILVA et al, 1999) tem fornecido resultados
mais precisos e completos para as mais diversos tipos de alteragdes morfoldgicas
nos tecidos.

Através da captagdo de imagens histologicas pelo computador novas
aplicagdes tém surgido no intuito de agilizar o fluxo de informagdes sobre temas e
problematicas no campo da interpretagdo das diversas alteragées morfologicas e
até bioquimicas dos ambientes celulares durante as mais variadas situacdes de
estresse, resultando em mais precisdo aos resultados obtidos (RASHBASS, 2000;
FURNES; RASHBASS, 2000; PETERSEN; WOLF et al, 2000).

A selegcdo de imagens histolégicas registradas pelo computador tem
servido para o ensino através da criacdo de sistemas de instrucao
computadorizada como: roteiros de apoio ao diagndstico do melanoma,
carcinomas basocelulares e sistema de estadiamento de tumores segundo o
critério TNM (MASSAD; BOHM et al, 1998).

Esta opcdo metodologica tem se apoiado cada vez mais em novas

tecnologias permitindo a troca de informagdes e resultados de estudos em
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tempo real através da captagdo de imagens utilizando-se da rede mundial de
computadores/Internet (EUSEBI; ROSHINI et al, 1997; STRAUCHEM, 2000;
DEMARTINES; BATTEGAY et al, 2000).

No Programa de Pés Graduagdao em Patologia da UFPE, a morfometria
tem sido largamente utilizada como método investigativo com varias teses
publicadas desde 1984 (Ver neves MTW: Estudo morfométrico dos foliculos
linfaticos do baco na esquitossomose hepato-esplénica, orientada por Carvalho
ARL).

Dois métodos basicos para realizar as medicdes aplicando-se sistemas
computacionais sao: sistema interativo de analise de imagens de um operador
para definir as estruturas de interesse usando cursores ou canetas digitais;
sistema automatico de analise de imagens que através de video camera acoplada
captura as imagens histolégicas para serem armazenadas na memoéria do

computador (HAMILTON, ALLEN, 1997, LAMBERT et al, 2001).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL.:

Caracterizar a displasia acentuada/carcinoma escamocelular in situ nas pregas
vocais em seu aspecto histopatolégico, morfométrico e indice proliferativo (Ki -

67).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Comparar cada epitélio escamoso displasico do grupo caso com o epitélio
escamoso normal e de transi¢cao dos respectivos casos controles, em relagao:
e aos aspectos citolégicos e arquiteturais;
e 4 area ocupada por cada tipo de epitélio por pm? determinada por andlise
morfométrica;
e a4 média do diametro dos nucleos das células epiteliais em toda espessura
do epitélio, avaliado por morfometria
e a4 média do diametro dos nucleos das células epiteliais nas camadas
basal/parabasal; intermediaria e superficial, determinado por morfometria;
e ao indice proliferativo (Ki-67) determinado por imuno-histoquimica e analise
quantitativa (densidade dos nucleos corados por area), bem como

localizacdo dos nucleos marcados em relacdo as camadas do epitélio.
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3. MATERIAL E METODO

3.1 Tipo de Estudo:

O Estudo é do tipo retrospectivo, observacional do tipo caso-controle.

3.2 Selegao do material:

Grupo Caso:

Proveniente do banco de dados informatizado e do arquivo de blocos e
preparagdes histologicas do Departamento de Patologia do Hospital de Cancer de
Pernambuco (HCP).

No periodo de janeiro de 1994 a dezembro de 2006 foram diagnosticados
1400 casos, em material de bidpsias e pecgas cirurgicas de laringe: 1374 casos de
carcinoma escamocelular invasivo de laringe, quatro casos de carcinoma in situ
da laringe, 10 de displasia acentuada da laringe, dois casos de carcinoma in situ
de pregas vocais e 10 casos de displasia de pregas vocais, estes ultimos assim
distribuidos: quatro casos de displasia acentuada, quatro casos de displasia
moderada e dois casos de displasia leve.

Foram aplicados os seguintes critérios de inclusao para presente pesquisa:

1) Diagndstico de lesdo escamosa intra-epitelial de alto grau (displasia acentuada
e carcinoma escamocelular in situ ) limitados exclusivamente as pregas vocais.
2) Casos que nao tiveram diagndstico de invasdo ao exame clinico ou no

acompanhamento posterior, por um periodo de até um ano apdés a biopsia inicial.
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3) Existéncia de material emblocado em parafina em quantidade suficiente para a
realizacdo de exame imuno-histoquimico e recortes corados em HE, quando
necessarios.

Essa selecao resultou em cinco casos correspondentes a cinco pacientes
do sexo masculino, tabagistas e etilistas com idade de 53, 55, 72, 81 e 85 anos,
todos com diagndstico histopatoldgico de displasia acentuada/ carcinoma
escamocelular in situ das pregas vocais, 0s quais constituiram o grupo caso.

Os casos foram revistos pelas pesquisadoras e analisados de acordo com
os critérios estabelecidos na classificagado histolégica da OMS dos tumores de

cabeca e pescoco (2005).

Grupo controle:

O grupo controle consistiu em preparagdes histolégicas de prega vocal
obtidas de pecas de laringe dissecadas no Servico de Verificagdo de Obitos
(SVO), da Secretaria Estadual de Saude e Departamento de Patologia da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), a partir de quatro corpos
necropsiados, no periodo de novembro de 2007 a fevereiro de 2008, com idades
de 52, 63 e 78 anos ( 2 casos).

A selegdo do grupo controle obedeceu aos seguintes critérios de
inclusdo: individuos do sexo masculino, ndo fumante e ndo etilistas, em faixa
etaria semelhante aquela do grupo caso, com auséncia de lesdes
macroscopicas da laringe e pregas vocais. A retirada das laringes foi

autorizada pelos familiares apds a assinatura do termo de consentimento livre e
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esclarecido, os quais também forneceram as informacgdes relacionadas a idade e
auséncia de tabagismo e etilismo (Anexo 2 e 3) .

Das quatro laringes, apenas duas foram utilizadas como grupo controle por

corresponderem a individuos com idade de 52 e 78 anos, mais aproximados das

idades dos pacientes no grupo caso.

O individuo n°® 1(52 anos) foi utilizado como controle dos casos n° 1 e 2 de
53 e 55 anos, respectivamente; o individuo n® 2(78 anos) foi utilizado como

controle para os pacientes n® 3,4 e 5, de 72, 81 e 85 anos, respectivamente.

3.3 Procedimento macroscépico das pegas de laringe do grupo controle

Durante a necropsia do cadaver, a laringe foi removida através da incisao
na pele da regiao toracica alta e levantamento do retalho cuténeo téraco-cervical
pelo técnico responsavel. A laringe foi removida em bloco apds secg¢ao sobre o
0sso hidide superiormente e ao nivel do quarto anel traqueal inferiormente. Logo
ap6s a remogao da laringe, foi realizada na sala de necropsia do SVO a
dissecagdo da laringe com a utilizacdo de material basico apropriado para
dissecacao constando de bisturi, tesoura e pinca.

As laringes foram dissecadas e fixadas em formolaldeido a 10%. Apds sete
dias foi realizado corte pela face posterior, para melhor retirada das pregas
vocais, (Figura 7). Procedeu-se a cortes coronais, perpendiculares a prega vocal

(Figura 8) (MARCELINO; OLIVEIRA, 2005).
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O material foi levado ao Laboratério de Histotecnologia do Programa de Pds
Graduagao em Patologia da UFPE e processado como de rotina, corado pela

técnica Hematoxilina-Eosina (HE).

Foram selecionados as laminas histoldgicas e respectivos blocos de parafina
que continham representacao do epitélio escamoso, do epitélio de transicdo e do

epitélio colunar pseudo-estratificado ciliado (epitélio do tipo respiratorio).

3.4 Estudo imuno - histoquimico:

As reacdes imuno - histoquimicas foram processadas em laboratério privado
de imuno - histoquimica (Imunopat — Recife-PE), tanto no grupo caso como no
grupo controle. Utilizou-se o anticorpo anti Ki-67 (Clone MIB-1, DAKO). O exame
imuno - histoquimico foi realizado pela técnica peroxidase-antiperoxidase (PAP).
Esta consiste nas seguintes etapas: foram obtidos cortes histolégicos de 3um do
material emblocado em parafina correspondente as l|aminas histologicas
escolhidas anteriormente, sendo esses estendidos sobre laminas silanizadas. As
amostras foram submetidas a desparafinizagdo em xilol com duracdo de dez
minutos cada e a desidratacdo do material com etanol absoluto e, na sequéncia,
banho de dez minutos.

Seguiu-se a recuperagao antigénica em solugdo a base de citrato em
calor umido e o bloqueio da peroxidase endogena com peroxido de
hidrogénio (H202). As laminas foram incubadas com anticorpo primario (Ki-67)

no processamento de revelacao pelo streptoavidina-biotina marcada. Utilizou-se
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na revelagado o cromogeno diaminobenzidima - 4 HCI (DAB) para evidenciar a
positividade da reagao.

Utilizou-se cortes histolégicos de linfonodos normais para controle externo

da técnica de imuno - histoquimica.

3.5 Analise morfométrica

A analise quantitativa foi realizada utilizando-se o programa Scion Image
Beta 4.0.2 com fotomicrografias, capturadas por microcamera acoplada a
microscopio 6ptico Olympus BX41 e transferidas ao computador através de um

software de captura de imagem, ATI-Tv Player (DUARTE et al, 2006).

A fundamentacao tedrica para a utilizacdo da estereologia foi obtida nos

textos de Weibel (1979), Baak, Oort (1983) e Elias, Hyde(1983).

A mensuragao e as contagens foram feitas pelas pesquisadoras.
Foram avaliados os seguintes parédmetros:

1) Média da area ocupada pelo epitélio displasico (grupo caso).

2) Média da area ocupada pelo epitélio escamoso maduro e epitélio de
transigc&o (grupo controle).

3) Média do diametro dos nucleos no epitélio displasico, de transigcao e
escamoso normal na espessura do epitélio como um todo.

4) Média do diametro dos nucleos das células epiteliais displasicos (grupo
caso) no 1/3 inferior, area intermediaria e superficial do epitélio.

5) Média do diametro dos nucleos das células epiteliais no epitélio escamoso
maduro e no de transigdo (grupo controle) nas camadas basal/parabasal,

intermediaria e superficial.
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6) Numero de nucleos com imunoexpressao do Ki-67 (densidade dos nucleos
corados) no epitélio displasico (grupo caso).
7) Numero de nucleos com imunoexpressao do Ki-67 (densidade dos nucleos
corados) no epitélio escamoso maduro e no de transi¢ao (grupo controle).

Para mensuragdo da area dos epitélios displasicos (grupo caso), de
transicdo e escamoso maduro (grupo controle) utilizou-se fotomicrografias
tomadas no aumento de 40x (Figura 9) e capturadas pela microcamara acoplada
a microscopio optico.

A mensuracio do didmetro foi realizada no maior e menor eixo dos nucleos
em fotomicrografias tomadas no aumento de 400 x e capturadas conforme
descrito acima.

Foram medidos 10 nucleos em cada camada (basal/ parabasal;
intermediaria e superficial) tanto no grupo controle como no grupo caso (Figura
10,11,12 e 13). Os dados foram anotados em ficha-padrao (Anexo 4).

A contagem do numero de nucleos com imunoexpressao do Ki-67 foi
realizada apos selecdo das areas com maior numero de nucleos corados
verificada no aumento de 40X. Apds a marcagao da area (Figura 14 A), procedeu-
se a contagem dos nucleos corados no aumento de 400X (Figura 14 B e 15)
(Anexo 5). Foi anotado, ainda, a localizagao dos nucleos corados, na espessura
do epitélio (superficial, intermediaria e basal/parabasal).

O caélculo da densidade de nucleos corados Ki- 67 foi feito utilizando a

seguinte formula:
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Nnc
Dnc = ——
Anc
Onde:
Dnc= Densidade de nucleos corados por Ki-67
Nnc- numero de nucleos corados por Ki-67
2

Anc = Area ocupada pelos ntcleos corados por Ki-67um

Os dados foram anotados numa ficha-padrdo (anexo 5).

3.6 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos ao estudo estatistico utilizando os
testes paramétricos ANOVA para a comparacdo entre as médias oriundas de
grupos diferentes com relagdo ao didmetro dos nucleos por camada, seguido do
teste de Turkey.

Para comparacédo das areas, média do diametro dos nucleos das células
epiteliais em toda espessura e da densidade de nucleos corados pelo Ki-67 nos
diferentes epitélios, em amostras independentes (uma so variavel, comparagdes
multiplas), foi utilizado o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, e quando havia
significancia, seguia-se com o teste de Dunn para area e t - Student Newman-
Keuls para densidade. Em todos os casos foi considerado como nivel de
significancia um valor de p< 0,05 para rejeicdo da hipdtese nula. Toda a analise

estatistica foi realizada utilizando o programa Bioestati 5.0.
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3.7. Consideragoes éticas:

A presente pesquisa foi submetida previamente ao Comité de Etica do
Hospital de Céancer de Pernambuco e aprovada conforme o protocolo de
n°21/2007. No projeto consta a declaragdo de permissdo do chefe do
departamento de Patologia (UFPE) para realizag&o da coleta do grupo controle no
Servico de Verificagdo Obitos (SVO). As informacdes de cada paciente foram

preservadas, os nomes mantidos em sigilo.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas da amostra

O grupo caso caracterizou-se por cinco amostras de pacientes com idades de
53, 55, 72, 81 e 85 anos, com média de 69,2 anos +14,67. Todos os pacientes
eram do sexo masculino, tabagistas e etilistas. Quatro residiam na regido
metropolitana do Recife (Paulista, Olinda e Recife) e um residente na cidade de
Panelas, com profissdes variadas (motorista, vigilante, telegrafista, agricultor e
aposentado).

O sintoma clinico em todos os casos foi o de rouquidao. Foram submetidos a
laringoscopia direta e bidpsia por lesdo na prega vocal direita em trés casos e na
prega vocal esquerda em dois casos.

Trés pacientes foram tratados apenas com radioterapia e dois submetidos a
radioterapia associada a laringectomia parcial (cordectomia), em um caso, e, a
laringectomia total em outro, realizada aos 18 e 13 meses apds o diagnéstico,
respectivamente.

O grupo controle correspondeu a duas amostras de individuos do sexo
masculino com idade de 52 e 78 anos, com média de 69,3 £15,01 anos, nao
fumantes, nao etilistas. Ambos residentes na regido metropolitana do Recife,
aposentados. A certiddo de obito registrava como causa de morte em ambos:
cardiopatia e enfarte agudo no Miocardio.

A distribuigao etaria do grupo caso e grupo controle pode ser vista na tabela 1.

O Total de casos do estudo correspondeu a 0,35% do total de cancer e

displasias de laringe diagnosticados no periodo.
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Tabela 1: Distribuicao dos casos e controles quanto a idade (anos)

Grupo caso Grupo controle
(cinco) (dois)
53 52
55 52
72 78
81 78
85 78

4.2 Descricao histopatoldgica do epitélio escamoso displasico (grupo caso):

O epitélio escamoso displasico das amostras dos cinco casos estudados, de
um modo geral, caracterizou-se por aumento da espessura (Figura 9 C) em
comparagao com o epitélio escamoso normal e de transicdo do grupo controle
(Figura 9 A, 9 B). Notou-se ainda hipercelularidade em todos os casos (Figura 16
a 20) com queratinizagcdo ou paraqueratose na superficie (trés casos) (Figura 17
A e 20 A, respectivamente).

Percebeu-se perda da maturacdo das células escamosas com nucleos
aumentados e preponderantes em toda espessura do epitélio, com variacdo de
forma e tamanho e hipercromaticos (Figura 16 a 20). As mitoses estavam

presentes em varios niveis do epitélio e em numero aumentado (Figura 20 C).
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4.3 Descricao histoloégica do epitélio escamoso normal e de transigcao (grupo

controle):

As amostras dos controles apresentavam epitélio escamoso de espessura
normal (controle n° 1, 52 anos) (Figura 21 A, B, C) ou delgado, hipotréfico
(Controle n°® 2, 78 anos) ( Figura 21 D).

A maturagdo estava preservada, no controle n° 1 (52 anos), isto é,
nucleos maiores nas células da camada basal e para-basal e nucleos
progressivamente menores com citoplasma acidéfilo dominante nas células
superficiais (Figura 21 A e B). Todavia, notou-se perda da maturacao superficial
no controle n° 2 (78 anos) dada a hipotrofia do epitélio (Figura 21 D).

Ja o epitélio de transicdo ndo mostrava diferenga aparente na espessura,
em relacdo ao epitélio escamoso maduro, todavia, 0s nucleos eram
preponderantes em toda espessura do epitélio, porém uniformes, sem
pleomorfismo e com cromatina delicada. Nao foram observadas mitoses. (Figura

22 A e B).

4.4 Analise Morfométrica dos epitélios

4.4.1 Comparagoes das areas dos epitélios
O epitélio displasico apresentou diferenga significativa nas médias das
areas em relacdo ao epitélio escamoso normal e de transigdo (Grafico 1). A
meédia das areas do epitélio de transicdo foi menor que do epitélio escamoso

normal, todavia, essa diferengca ndo foi significativa. A média do epitélio de
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displasico foi de 675.567,605 um?, epitélio escamoso maduro foi de 108.600,766

um? e o epitélio de transigdo foi de 69. 248, 666 um?>.

B e s R s Tt L e e e P

Mimero de casos avaliados
.
|
I

Ep. Esc. Displasico Ep.Esc. Displasico—  Ep.Esc. normal — Ep.
— Ep. Escnormal Ep. Esc de transicdo Escde transicdo

Grafico 1: Area (um ?) - diferenca significativa entre as médias

dos epitélios

4.4.2 Diferengas entre as médias do diametro dos nucleos nos epitélios
displasico, de transi¢cao e escamoso normal

Houve diferencas entre as médias dos didmetros dos nucleos, tanto entre o
epitélio escamoso displasico (média 8,55 pm?) com o escamoso normal (média
6,55 um 2), como entre o escamoso displasico e escamoso de transi¢do (média

7,30 um?) e entre o escamoso normal e escamoso de transigao.
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Ep. Esc. Displasico Ep. Esc. Displasico—  Ep. Esc. normal — Ep.
— Ep. Esc normal Ep. Esc de transicdo Escde transicdo

Grafico 2: Diametro (um) — diferenga significativa entre as médias

dos epitélios

4.4.3 Diferengas entre as médias do didmetro dos nucleos por camada entre
os diferentes epitélios
Foi analisada a média do diametro dos nucleos no epitélio escamoso

displasico, escamoso normal e escamoso de transi¢ado, avaliada separadamente
nas camadas basal/parabasal, intermediaria e superficial.

Verificou-se que nao houve diferengas significativas entre as médias dos
diametros da camada basal entre os epitélios estudados e médias dos didametros
dos nucleos da camada intermediaria.

Observou-se significancia apenas entre a média do didmetro dos
nucleos da camada superficial nos epitélios escamoso displasico em
comparagado ao epitélio escamoso normal do grupo controle, com predominio

de nucleos maiores nos casos de displasia acentuada/ carcinoma in situ, em
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comparagao com o0s nucleos da camada superficial do epitélio escamoso

normal.

4.4.4 Diferengas entre as médias do didmetro dos nucleos nas diferentes
camadas de um mesmo tipo de epitélio.

Nao houve diferenga no didmetro dos nucleos das células epiteliais entre
as camadas do epitélio escamoso displasico e o epitélio escamoso de transicao.
Todavia, no epitélio escamoso normal verificou-se diferenga significativa entre o
didmetro do nucleo da camada intermediaria (média 7,95 uym) e a superficial
(média 5,71 um) e entre a camada basal (média 6,01 um) e a intermediaria

(média 7,95 pm).

4.5 indice proliferativo (index Ki-67)

Em relacado a densidade dos nucleos corados pelo Ki-67, verificou-se que o
epitélio escamoso displasico tinha sempre nucleos corados em maior quantidade
por area ( Figura 23 a 27), com média de 23,4 nucleos corados no epitélio
displasico e dois, tanto no epitélio escamoso normal como no epitélio de
transicdo. Essa diferencga foi significativa entre o epitélio displasico e 0 escamoso
normal e de transicao.

No epitélio escamoso normal e de transicdo predominou areas com pouco
ou nenhum nucleo corado (Figura 28 A e B, 29 A, B, C respectivamente). Os
nucleos corados estavam presentes apenas na camada basal/ para-basal no

epitélio escamoso normal e no epitélio escamoso de transicao.
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No entanto, ndo houve diferenga significativa entre o epitélio escamoso de

transicdo e escamoso comum quanto ao numero de nucleos corados.

Tabela 2: Média de nucleos corados (Ki-67) por epitélio

Epitélio Escamoso Epitélio Escamoso Epitélio Escamoso

displasico Escamoso normal de transicao

23,4 2 2
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5. DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas da amostra

No estudo verifica-se que todos os pacientes com displasia acentuada eram
do sexo masculino, com idade variando de 53 a 85 anos e média de idade de 69,2
anos. Estes dados estdo de acordo com a literatura, ja4 que as estatisticas do
Brasil estimam que a incidéncia do cancer de cabeca e pescogo € maior entre
homens do que nas mulheres, numa razdo de 5:1 e a faixa etaria acima de 50
anos de idade é a mais acometida (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2001;
ABDO; GARROCHO et al; 2002; FILHO, 2004; MOREIRA; CESSE, 1993).

As lesbes ocorreram na prega vocal direita em trés casos e na esquerda
em dois casos. A literatura tem mostrado lesdo unilateral na maior parte dos
casos, todavia pode ocorrer bilateralmente em cerca de 30 % dos pacientes
(BARNES, 2001).

Uma caracteristica evidente € a presenga de tabagismo e de etilismo no
grupo caso, habitos comuns nesse tipo de enfermidade (CURIONI; CARVALHO et
al, 2002; APRIGLIANO; MELLO, 2006).

E sabido que o alcool isoladamente ndo pode ser responsavel pela fase
iniciadora de carcinogénese, mas pode promové-la ao potencializar os efeitos
carcinogénicos do tabaco. (MACPHERSON et al, 2003).

Todos os pacientes do grupo caso realizaram a laringoscopia e bidpsia,
procedimento necessario para saber a extensao da lesdo e pode determinar a
melhor terapéutica, com minimo de disfuncdo e maximo de qualidade de vida

apos o tratamento (CURIONI; CARVALHO et al, 2002).
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A realizagdo de traqueostomia em pacientes submetidos a laringectomias
fornece mais seguranga pela manutengcédo da permeabilidade das vias aéreas
superiores. No entanto, pode estar relacionada a uma maior morbidade, como
fonte de contaminacdo, além de retardar a introdugdao de dieta por via oral e
aumentar o tempo cirurgico (COSTA; DUPRAT et al, 2004).

A displasia acentuada/ carcinoma escamocelular in situ limitado as pregas
vocais é pouco comum, particularmente em Hospital publico como no presente
trabalho. Pode-se notar que em um total de 1400 casos de carcinoma de laringe/
pregas vocais, tivemos apenas cinco casos de displasia acentuada/carcinoma
escamocelular in situ limitados a prega vocal, apds utilizados os critérios de
exclusdo. Esse total correspondeu a apenas 0,35% do total de céancer
diagnosticados no periodo de doze anos (1994-2006).

Esse dado deve-se, principalmente, ao fato da maior parte dos pacientes
chegarem ao Departamento de Cabega e Pesco¢co do HCP ja em estadio
avancado da doenca. A literatura nacional tem mostrado o mesmo tipo de
problema, como consequéncia é também relativamente pequeno o numero de
trabalhos que tratam das lesdes intra-epiteliais escamosas na prega vocal.

Em estudo retrospectivo com 1055 casos de cancer de laringe, detectados
em periodo de 35 anos (1955-1990), verificou-se que apenas 54 foram pacientes
portadores de carcinoma in situ ou microinvasor da prega vocal, onde 30 casos
eram de carcinoma in situ, 19 de carcinoma in situ com microinvasao e cinco
apresentavam pequenas lesdes invasivas, limitadas ao terco médio das
pregas.(APRIGLIANO; MELLO, 2006).

Wenig (2008) descreveu um caso semelhante aos descritos na presente

pesquisa. Tratava-se de individuo também do sexo masculino, de 67 anos com
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sintoma de rouquiddo, cuja lesdo apresentou-se sobre forma de placa
leucoplasica plana de prega vocal.

Junior, Buzaid (2006) referiram a utilizacdo de terapia fotodindmica (PDT),
em oito pacientes com carcinomas. Apenas um desses casos correspondeu a
carcinoma in situ de laringe, os outros corresponderam a carcinomas
basocelulares de pele, carcinoma escamocelular/ displasias graves de pele
(doenga de Bowen), um carcinoma escamocelular de borda de lingua, uma
carcinoma in situ de recesso piriforme.

Outra pesquisa envolveu 24 pacientes portadores de lesbes gloticas
comprometendo a comissura anterior, os quais foram submetidos a laringectomia
frontal anterior (Técnica de Tucker) entre os anos de 1991 e 2003. Desses
casos, 22 apresentavam carcinoma epiderméide nos estadios T1b e T2
(95,2%) e apenas dois casos corresponderam a carcinomas in situ (4,8%).
(CAMPOS, REIS et al, 2004).

No artigo de Dedivitis (2008) percebe-se que foram encontrados 24 casos
classificados como carcinoma glético in situ e carcinoma escamocelular glético
estadiado como T1, nos anos de 1996 a 2003. O autor nao cita quantos casos
de carcinoma in situ havia dentro dos 24 casos encontrados, no entanto
referiu que para essas lesdes recomendava-se a realizagdao de cordectomia
endoscopica. A radioterapia exclusiva foi oferecida como opcdo aos pacientes.
Esse estudo tinha como objetivo avaliar o resultado oncolégico e complicagbes de
pacientes apds a laringectomia parcial.

Na pesquisa de Haddad, Abrahdo et al (2006) foram encontrados, no
periodo entre janeiro e maio de 2004, 15 pacientes, 12 do sexo masculino

e trés do feminino, submetidos a cordectomia com laser de CO,, por
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apresentarem carcinoma escamocelular inicial de prega vocal. Os casos foram
estadiados como Tis e T1 de prega vocal. Os carcinomas in situ corresponderam
a apenas trés casos.

Como se pode notar a literatura € muito pobre no que se refere as displasias
acentuada / carcinoma in situ da prega vocal e o numero de casos € bem
reduzido, mesmo quando avaliados longos periodos de tempo. Do mesmo modo,
nao encontramos muitos estudos utilizando histomorfometria e/ ou avaliando o

index proliferativo (Ki-67).

5.2 Aspectos histopatologicos e correlagbes com lesdes displasicas da

cérvix uterina

Na rotina do patologista geral, é baixa a prevaléncia das lesbes displasicas
da prega vocal, em contraste com o grande numero de lesdes escamosas intra-
epiteliais da cérvix uterina. Assim, € comum que os patologistas frequentemente
utilizem os mesmos critérios usados para graduar as lesées do colo uterino na
interpretacédo das lesbes do trato aero-digestivo superior, por estarem muito
arraigados na sua memoria visual.

Embora, de fato, as alteragdes sejam semelhantes ha algumas diferengas
que podem afetar a correta avaliagdo e o diagndstico histopatolégico dessas
lesdes no trato aerodigestivo superior. Por isso, consideramos importante a
descrigao detalhada das displasias da prega vocal e dos aspectos histolégicos do
epitélio escamoso normal, sobretudo o de transicao.

Na laringe e pregas vocais, as lesdes displasicas sao frequentemente

acompanhadas de hiperqueratose, paraqueratose e alongamento das papilas
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do epitélio escamoso em dire¢do a submucosa. A queratinizagdo e maturagéo
superficial que pode ocorrer nesses casos, podem levar a uma graduagao sub-
estimada do grau da displasia na prega vocal, desde que, no colo uterino,
queratinizagao e paraqueratose nao sao freqientes e quando ocorrem associam-
se a maturacgao superficial e sdo graduadas como displasia moderada (NIC 2) ou
leve (NIC 1), de acordo com o nivel de comprometimento das camadas do epitélio
€scamoso.

Embora a classificacdo da OMS (2003) para lesbes da cérvix uterina permita
o diagndstico de lesao escamosa de alto grau (NIC 2 ou NIC 3) em lesdes com
maturagdo na camada superficial e até intermediaria, mas com atipia significativa
e mitoses anormais no terco inferior do epitélio, isso ndo € comumente visto. Ja
na laringe e pregas vocais, a qualidade das alteragdes citoldgicas parece ser mais
valorizada que o nivel do epitélio envolvido, a exemplo do caso descrito por
Wenig (2008) diagnosticado como “displasia severa queratinizante”, cujas
alteragdes limitavam-se as camadas profundas, nas areas de alongamento das
papilas do epitélio escamoso.

No nosso material, pode-se notar queratinizagao no caso n° 3 (Figura 23 A) e
paraqueratose associada a alguma maturagao superficial no caso n® 1 (Figura 26
A) e maturacao superficial exclusivamente no caso n° 5 (Figura 25 A). Apesar da
existéncia da maturacao superficial nos casos n° 1 e 5, o atipismo significativo nas
camadas intermediaria e profunda permitiu o diagndstico de displasia acentuada
(Figuras 25 B, 26 B e C).

O alongamento das papilas do epitélio escamoso, ndo foi marcante nos
Nnossos casos, porém é citado por outros autores. Esse achado nao deve ser

tomado como invasao incipiente. O mesmo tipo de problema pode ocorrer no
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colo uterino pela extensao do epitélio displasico as glandulas endocervicais. Em
ambos o0s casos, 0 contorno relativamente regular e arredondado dessas
projecdes auxiliam o patologista na exclusao da invasao.

Problemas de interpretacdo também surgem na avaliagdo do epitélio
escamoso de transicdo ou no epitélio escamoso hipotréfico da prega vocal.

Dificuldades semelhantes ocorrem no colo uterino tanto em relagdo ao
epitélio escamoso metaplasico imaturo como na interpretacdo do epitélio
hipotréfico da pds-menopausa, esse Ultimo particularmente no exame
citopatoldgico.

Tanto o epitélio de transicdo na prega vocal, quanto o epitélio metaplasico
imaturo do colo uterino podem ser confundidos com epitélio displasico dado ao
tamanho aumentado do nucleo em toda espessura do epitélio, sem a maturagao
progressiva verificada no epitélio escamoso maduro (MILLS; GALLEY et al, 2000;
ROBBOY; ANDERSON et al, 2002). Todavia, como chamamos atengdo nesse
trabalho, tanto em um caso como no outro, 0s nucleos sao regulares,
arredondados ou ovais, relativamente uniformes, sem pleomorfismo, com
cromatina delicada, sem hipercromasia. Do mesmo modo, as figuras de mitose
sao incomuns, confinadas a camada basal e nunca anormais. Esses aspectos
podem ser visto nas figuras 7, 8C e 28 A e B.

As dificuldades de interpretacdo do epitélio de transicdo na prega vocal
e do epitélio metaplasico imaturo na cérvix uterina sdo maiores quando esse
epitélio extende-se as glandulas mucosas no primeiro caso ou as glandulas
endocervicais no segundo. Os aspectos de ‘lingletas” aprofundadas na
submucosa pela substituicdo do epitélio glandular podem ser interpretados

como invasado, sobretudo quando nao restam remanescentes do epitélio
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glandular. Novamente, as caracteristicas acima citadas de nucleos relativamente
uniformes sem pleomorfismo e o contorno bem delimitados das projegdes
epiteliais excluem microinvasao.

No colo uterino, esse achado é muito comum. Na prega vocal, o epitélio de
transicdo pode ser visto eventualmente substituindo o epitélio das glandulas
mucosas (Figura 8C).

O epitélio escamoso hipotrofico também pode ser causa de erro de
interpretacéo. No colo uterino, na pés-menopausa, a deficiéncia estrogénica leva
a reducao da espessura do epitélio malpighiano e a falta de maturacao, além da
camada basal/ parabasal. Assim, o epitélio escamoso tem aspecto delgado e
formado por células para-basais/ basais, as quais tém nucleos preponderantes.
Essas células ao exame citopatolégico preventivo podem ser tomadas como
indicativas de NIC pela sua alta relagao nucleo- citoplasma.O nosso caso controle
de 78 anos mostrou epitélio escamoso hipotréfico (Figura 27 D) com alguma falha
na maturagao epitelial. Todavia, erros de interpretacdo nesse caso nao ocorrem
em biopsias cirurgicas, pois o adelgagamento do epitélio e uniformidade dos

nucleos pode ser verificado, tanto na prega vocal quanto na cérvix uterina

5.3Morfometria: comparagao entre os diferentes tipos de epitélio

A morfometria fornece um parametro objetivo para o estudo, tanto do
Epitélio displasico, quanto do epitélio escamoso normal e de transicdo. A sua
utilizagdo associada ao index proliferativo (Ki-67) e biologia molecular tém sido

referida como util para melhorar a acuracia diagndstica e para previsdo do
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comportamento biolégico em lesdes escamosas de laringe (GALE, KAMBIC et al,
2000). De um modo geral, no nosso estudo a quantificagcdo referendou os
achados histopatoldgicos e histolégicos, contribuindo para os diagnésticos
diferenciais comentados no item 5.2.

Assim, ficou evidente que a area de epitélio escamoso displasico € maior
que a dos epitélios escamoso e de transicdo. A maior espessura reflete o
crescimento acelerado das células displasicas consistente com a sua alta taxa de
mitose.

O epitélio escamoso de transicdo obteve menor area que o0 escamoso
normal, no entanto essa caracteristica ndo foi significativa. Apesar da nao
significancia desse achado, o mesmo pode ser explicado pela alta faixa etaria de
um dos pacientes do grupo controle com consequente hipotrofia do epitélio
€scamoso.

O achado significativo de nucleos de didmetros maiores no epitélio
escamoso displasico (média 8,55 um) em comparagao com o epitélio de transigéo
( média 7,30 um) e o escamoso normal (média 6,55 um), conforme os achados
verificados de forma subjetiva na avaliagao histopatoldgica. Os nucleos no epitélio
de transicdo sdo maiores que os do epitélio escamoso normal e esse aspecto
associado a auséncia de diferencgas significativas no didmetro dos nucleos nos
diferentes niveis de profundidade, podem levar a erro de interpretacao
diagndstica. Assim, na andlise desse epitélio, a espessura menor, NnO NOSSO
estudo por morfometria e auséncia de pleomorfismo celular e nuclear sdo os
critérios mais importantes para distingao de displasia

Comparando-se a média do diametro dos nucleos entre o epitélio

escamoso displasico, comum e de transigcdo notou-se diferenca significativa
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entre os nucleos da camada superficial do epitélio displasico e escamoso normal,
com nucleos maiores no epitélio displasico.

Cor, Galé et al (1997) por exemplo, mostraram que a medida do didametro
nuclear foi critério de maior utilidade na diferenciacao entre os trés tipos de lesdes
hiperplasicas da laringe na classificagdo de Kambic-Lenart (1971): hiperplasia
simples, anormal, atipica e carcinoma in situ, examinando um total de 40 casos,
10 casos em cada grupo de lesao.

No nosso trabalho, quando se comparou a média dos didmetros dos nucleos
nas diferentes camadas de cada tipo de epitélio verificou-se que entre as
camadas basal e intermediaria e esta com a superficial no epitélio escamoso
normal havia diferengas significativas entre a média dos diametros dos
nucleos.Esse dado reflete a maturagdo do epitélio onde as células basais sao
ovoides de nucleos preponderantes com citoplasma escasso, na intermediaria
sao maiores que as basais pela maior quantidade de citoplasma, mas com
nucleos aproximadamente de mesmo tamanho ou discretamente menores e as
superficiais sdo achatadas como nucleos muito pequenos, conforme a literatura
(FECHNER; MILLS, 1992; MILLS; GAFFEY et al, 2000, MARTINS, BRAZ et al,
2006).

Todavia, foi curioso notar que essas diferengas no didmetro nuclear, nas
diferentes camadas do epitélio escamoso normal, s6 foram estatisticamente
significativa entre a camada basal e intermediaria e entre a intermediaria e
superficial, ndo sendo significativa entre a camada basal e superficial, conforme
seria esperado.O fato da média do diametro dos nucleos entre a camada basal e
superficial ndo terem mostrado diferencas pode estar relacionado a forma de

obtencdo dessa medida. A mensuracao foi realizada no maior eixo e menor
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eixo do nucleo. Nos nucleos da camada basal esses dois eixos sao semelhantes
por serem ovais em seu formato. Por outro lado, na camada superficial, as células
sdo achatadas com consequente alongamento dos nucleos de forma que o eixo
maior & desproporcional ao menor eixo. Ao se obter, dessa forma, a média do
diametro desses nucleos, na camada basal e superficial, ndo houve diferencas
significativas.

O conhecimento de que o epitélio escamoso normal tem as suas células da
camada superficial achatadas em contraste com as células da camada basal e
intermediaria, que s&o piramidais, poligonais ou ndo achatadas esta de acordo
com os comentarios acima especificados (Figura 16 B). Nao era esperado
encontrar significancia entre os didmetros dos nucleos da camada basal e
intermediaria, ja que elas possuem morfologia semelhante, no entanto o resultado
estatistico revelou diferencas.

Entre os epitélios escamoso displasico e escamoso de transi¢cao, nao houve
diferencas no didmetro dos nucleos nas diferentes camadas, pois em ambos os
nucleos sao preponderantes. Portanto, a distingdo entre o epitélio displasico e o
de transicao é mais de natureza qualitativa dada pela atipia, pleomorfismo celular
e nuclear, hipercromasia etc., expressa no epitélio displasico e ausente no de

transigao.

Mas existe diferenca na média do didmetro nuclear na camada superficial
entre o epitélio displasico e o epitélio escamoso normal com predominio de

nucleos maiores nos casos de displasia acentuada/carcinoma in situ .
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5.4indice proliferativo (Ki-67)

Em Anatomia Patoldgica, o index proliferativo ou a contagem mitética, muitas
vezes sao critérios definidores de benignidade ou malignidade em neoplasias. Sao
também frequentemente utilizados na graduacao das neoplasias malignas.

O index proliferativo tem sido, ainda citado como util, ndo s6 na avaliacio
progndstica das neoplasias, como também, no diagndstico diferencial entre lesdes
simuladoras de displasia como, por exemplo, o epitélio metaplasico imaturo e
epitélio escamoso hipotrofico na cérvix uterina. Na laringe pode também ser util no
diagndstico das displasias e na avaliagao do epitélio de transicao da prega vocal.
Ainda, na cérvix uterina, o index proliferativo tem sido também utilizado na
avaliagao de epitélio escamoso afetado por artefatos hipertérmicos em margem de
cone obtido por alga diatérmica, permitindo a distincdo entre esses artefatos e NIC
3 em margem cauterizada (MITTAL, 1999). Acreditamos, por analogia que em
laringectomia, também pode ser util na avaliagdo do epitélio escamoso com
artefatos de cauterizacao.

No nosso trabalho, houve diferengas significativas entre a densidade dos
nucleos corados pelo Ki-67 quando se comparou o epitélio displasico com o
epitélio escamoso normal e de transigao.

No epitélio displasico foi comum grande numero de nucleos com
imunoexpressao do Ki-67, os quais estavam presentes em todos os niveis do
epitélio (Figuras 29 a 33).

Esse dado reflete o alto index proliferativo da displasia consistente com seu
potencial de crescimento e risco de invasao e estdo de acordo com os achados

verificados na cérvix uterina (RESNICK; LESTER et al, 1995) e laringe(
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URANO; TWATA et al,1996; ZIDAR, GALE et al,1996; PIGNATARO; CAPACCIO
et al, 1998; COR; GALE et al ,1997; KAMBIC-LENART, 1971) .

Sao poucos os estudos de indice proliferativo em displasias da laringe. Urano,
Twata et al (1996) estudaram a atividade proliferativa de todo um espectro de
lesdes da laringe, incluindo 14 casos de carcinomas escamocelulares invasivos,
12 de displasias leves, 10 de displasias moderadas e oito de displasias severas.
Utilizando os anticorpos anti- PCNA (antigeno nuclear de proliferacéo celular) e
MIB- 1 (anti — Ki-67), verificaram aumento da imunoexpressao desses marcadores
nas displasias, a medida que o grau de atipia aumentava, bem como naquelas
lesdes que recorreram ou progrediram.Consideraram que o alto index proliferativo
poderia ser indicativo de maior probabilidade de recorréncia ou progressao para
malignidade nas lesdes pré-cancerosas da prega vocal. Por outro lado, ndo
acharam correlagdo do index proliferativo com o grau histolégico ou diametro
tumoral nos carcinomas escamocelulares invasivos.

Resultados semelhantes foram verificado por Zidar, Gale et al (1996) usando
0s mesmos marcadores e também estudando lesdes desde a hiperplasia simples
até carcinoma escamocelular invasivo com um total de 50 casos, 30
correspondendo a lesdes benignas e displasias. Mas, diferentemente de Urano,
Twata et al (1996) encontraram correlagdo entre o index proliferativo e o grau
histolégico do carcinoma escamocelular invasivo.

Pignataro , Capaccio et al (1998) estudando 32 lesbes de baixo grau
(displasia leve) na laringe, das quais dez progrediram para cancer,
encontraram positividade para Ki-67 em mais de 10% das células displasicas

em 11 (34%) dos casos. Desses onze casos, 10(90%) corresponderam
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aquelas lesdes que evoluiram para carcinoma invasor. Sugeriu que o index
proliferativo poderia ser utilizado nas bidpsias de lesdes displasicas da laringe
para selecao de pacientes que vao requerer um follow-up mais cuidadoso.

Cor, Gale et al (1997) como Zidar , Gale (1996) usaram a classificagdo de
Kambic-Lenart (1971) quando estudaram 40 biopsias de laringe com hiperplasia
simples, anormal, atipica e carcinoma in situ, dez casos para cada grupo. Usando
morfometria e estudando o index proliferativo (PCNA e Ki-67) consideraram que o
didmetro nuclear era o parametro mais importante para discriminar as lesdes e
que o index proliferativo aumentava de acordo com o grau de atipia encontrado.

A imunoexpressao do Ki-67 foi minima ou ausente tanto no epitélio escamoso
de espessura normal ou hipotréfico como no de transicdo consistente com
proliferacdo celular controlada pelos mecanismos normais de crescimento e
renovacgao epitelial.

Na cérvix uterina, o epitélio escamoso hipotrofico exibe pouca ou nenhuma
positividade para Ki-67, e o mesmo foi verificado no epitélio hipotréfico da laringe
em nosso trabalho.

Na cérvix, a metaplasia escamosa imatura, ndo associada a NIC tem baixo
index proliferativo (RESNICK; LESTER et al, 1995). Resnick, Lester et al (1995)
estudando as neoplasias intra-epitelial cervicais encontraram discreto aumento do
numero de nucleos positivos no epitélio metaplasico, mas nunca mais de 25% de
nucleos corados. No nosso trabalho ndo observamos aumento do numero de
nucleos corados quando comparamos o epitélio normal da prega vocal com o de

transigao.
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No caso do epitélio de transicdo, aonde a morfometria ndo demonstrou
diferenga significativa no didmetro dos nucleos nas diferentes camadas em
comparagao com o epitélio escamoso normal, o index proliferativo é capaz de
excluir displasia, com clareza irrefutavel, desde que no epitélio de transi¢cao o

index proliferativo € muito baixo e limitado as camadas profundas.
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CONCLUSAO
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6. CONCLUSAO

No protocolo utilizado no nosso estudo de displasia de prega vocal
observou-se:
1) Baixa frequéncia das displasias da prega vocal, predominio no sexo

masculino e na sexta década e relagdo com tabagismo e etilismo.

2) Confirmou-se as alteragdes cito-arquiteturais ja estabelecidas que caracterizam

as displasias da prega vocal.

Comparando o epitélio escamoso displasico, normal e de transicdo quanto

aos parametros morfométricos e indice proliferativo (Ki-67) observou-se que:

3) O epitélio displasico ocupa maior area por um? que o epitélio escamoso normal

e de transigao.

4) A média do diametro dos nucleos foi maior no epitélio displasico, seguida do

epitélio de transicdo e do epitélio escamoso normal.

5) N&o ha diferenca no didmetro dos nucleos nos diferentes niveis de
profundidade tanto no epitélio escamoso displasico quanto no escamoso de

transicao

6) O didmetro dos nucleos do epitélio escamoso normal € maior na camada

intermediaria que na basal e maior na camada intermediaria que na superficial.
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7) O index proliferativo é alto no epitélio displasico com imunomarcacgéo para Ki-

67 em todos os niveis do epitélio.

8) O index proliferativo é baixo do epitélio normal e de transicdo com

imunoexpressao do Ki-67 limitada a camada basal/para-basal.
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Anexo 1- FIGURAS REFERIDAS NA INTRODUGAO, MATERIAL E METODO E

RESULTADOS

Figura 1: Epitélio cilindrico ciliado pseudo-estratificado (epitélio respiratério). O aspecto assemelha-
se ao epitélio de transicao (figura 7), porém com epitélio colunar ciliado em superficie. Grupo controle,
n° 2 (HE - 100x, 400X).

Figura 2: Epitélio escamoso da prega vocal. Notar maturagdo das células
epiteliais com nucleos predominantes na camada basal e para basal e nucleos
pequenos nas células mais superficiais. Grupo controle, n° 2 (HE - 400X).
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Figura 3: Epitélio de transicdo. Os nucleos sdo preponderantes em toda
espessura do epitélio, porém, uniformes, de cromatina delicada. Grupo controle,
n® 1 (HE - 400X).

Figura 4: Glandulas mucosas do cério. Em “A” e “B” notar revestimento por epitélio colunar cubico
mucosecretante (seta). Em “C” observa-se glandula mucosa em processo de metaplasia escamosa
(setas). Notar semelhanga do epitélio metaplasico com o de transigao (figura 7). Grupo controle, n° 1
(HE - 400X).
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Figura 5: 1.Epitélio escamoso normal; 2.Lamina propria (camadas superficial,
intermediaria e profunda); 3. Musculo vocal (Tireoaritenoideo). Grupo controle n° 1
(HE - 25X)

Figura 6: Musculo estriado vocal (tireoaritendideo) (seta). Grupo controle, n°1e 3 (HE- A-25x e B -
400X).

Figura 7: A - Viséo anterior da laringe fixada em formol tamponado a 10%, apds 7 dias, B - Visédo
posterior.
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Figura 8: A e B - Corte longitudinal na regido média da prega esquerda C-Prega vocal
esquerda retirada apoés 7 dias

Figura 9: Mensuracao da area com programa Scion Image Beta 4.0.2: A — epitélio escamoso normal
, B — epitélio escamoso de transi¢ao, C - epitélio escamoso displasico (HE - 40x)

Figura 10: Mensuragao do didametro do nucleo no epitélio escamoso normal. A - na camada basal e
intermediaria, B - na camada intermediaria e superficial (HE - 400x)
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Figura11: A - Mnsuragéo do dia
no Epitélio escamoso de transicdo em A e B) (HE - 400x).

Figura 12: Mensuragéo do didametro do nucleo no epitélio escamoso displasico. A — no 1/3 inferior, B
- na camada intermediaria (HE - 400x).

Figura 13: Mensuracao do didmetro do nucleo a
camadasuperficial no epitélio escamoso displasico
(HE - 400x)
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Figura 14: Determinagdo do numero dos nucleos corados em epitélio escamoso de transicéo. A.
Area aferida para contagem onde foram vistos apenas dois nucleos marcados( Ki-67, 40X).. B. Notar
nucleo corado na camada basal (Ki-67 - 400X).

Figura 15: Determinagé&o do numero de nucleos corados no epitélio escamoso displasico no 1/3
inferior do epitélio ( Ki-67 - 400X).
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Figura 16: Displasia acentuada. Em “A” e “B” notar hipercelularidade em toda espessura do epitélio
escamoso. Em “C” as células superficiais tem nucleos aumentados. A perda da polaridade e
pleomorfismo nuclear sédo evidentes em “D”. Grupo caso, n° 2 (HE - 25X; 100X;400X; 400X).

Figura 17: Displasia acentuada. O aspecto é semelhante ao descrito na figura 22. Grupo caso, n° 3
(HE - 100X e 400X).
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Figura 18: Displasia acentuada. Grupo caso, n° 4 (HE - 100X; 400X; 25 X; 400X).

Figura 19: Displasia acentuada. Grupo caso, n° 5 (HE - 100X e 400X).
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Figura 20: Displasia acentuada. Notar nucleos aumentados de volume em toda espessura do epitélio
escamoso com paraqueratose em “A” (seta). Em “B” e “ C” observa-se hipercromasia, variagdo de
tamanho e forma dos nucleos e figura de mitose (seta). Grupo caso, n° 1 (HE - 400X).
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Figura 21: Variagdes do epitélio escamoso da prega vocal. Em “A” e “B” notar maturagao das células
epiteliais com nucleos predominantes na camada basal e para-basal e nucleos pequenos com
predominio de citoplasma acidéfilo nas células mais superficiais. Em “C” observa-se discreta
queratinizagdo em superficie. Grupo controle, n°® 2 ( HE - 400X). Em “D”, o epitélio escamoso &
hipotréfico, delgado. As células da camada basal mostram nucleos preponderantes e ficam mais
préximas da superficie. O cério tem aspecto hialinizado. Grupo controle, n° 4 (HE - 400X)

Figura 22: Epitélio de transicdo. Os nucleos sdo preponderantes em toda espessura do epitélio,
porém, uniformes, de cromatina delicada. Grupo controle, n° 1 e 2 ( HE - 400X).
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Figura 23: Exame imuno- histoquimico: displasia acentuada. Notar grande aumento de nucleos
corados, em varios niveis do epitélio, até o estrato escamoso. Grupo caso, n° 1. (Ki-67 - 100X; 400X;
400X).

Figura 24: Exame imuno- histoquimico: displasia acentuada. Nesse caso o epitélio € pouco espesso
mas notam-se nucleos corados em toda espessura do mesmo. Grupo caso, n° 2. (Ki-67 - 400X)
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Figura 25: Exame imuno- histoquimico: displasia acentuada. Os nucleos s&o volumosos com
variagdo de tamanho e ha nucleos corados em todos niveis do epitélio. Grupo caso, n° 3. (Ki-67 -
400X).
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Figura 26: Exame imuno- histoquimico: displasia acentuada. Notar aumento da espessura do epitélio
com grande numero de nucleos corados em toda espessura do mesmo. Note o contraste com as
figuras 34 e 35. Grupo caso, n° 4. (Ki-67 - 400X).

Figura 27: Exame imuno- histoquimico: displasia acentuada. Nucleos corados em todos os niveis do
epitélio. Grupo caso, n° 5. (Ki-67 - 100; 400X).
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Figura 28: Exame imuno- histoquimico: epitélio escamoso normal. Notar auséncia de nucleos
corados em “A” e raros nucleos corados em “B”, os quais limitam-se a camada basal. Grupo controle,
n° 2 e 3 (Ki-67 - 400X).

Figura 29: Exame imuno- histoquimico: epitélio de transicdo. Observar raros nucleos corados na
camada basal e para-basal, semelhante a figura 34 no epitélio escamoso normal. Grupo controle, n° 1
(A, B) e 4 (C). (Ki-67 - 400X).
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Anexo 2- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Eu, RG: Aceito, por

vontade prépria, deixar que sejam usados os dados obtidos da necropsia do meu

familiar ou da pessoa de minha responsabilidade que se encontra no SVO (Servigo
de \Verificagdo de Obitos) para a pesquisa intitulada Caracterizagéo
histomorfométrica e indice proliferativo das neoplasias escamosas intra — epiteliais
de alto grau (displasia acentuada/ carcinoma in situ) nas pregas vocais, realizada
pela mestranda de Patologia da UFPE e sob orientagdo do professora Maria do
Carmo Carvalho de Abreu e Lima e co-orientadora Adriana M. S. Telles, para ser
feita a dissertacdo de mestrado de Patologia.Aceito também participar respondendo
algumas perguntas de um questionario sobre os habitos diarios da pessoa de minha
responsabilidade (fumo, bebida alcodlica).

Este estudo avaliara as mudangas encontradas no 6rgao da laringe e das cordas
vocais com a velhice. Entendemos sua dor pela perda do familiar/ amigo e nos
sentimentalizamos com isso. Compreendemos que pode haver algum desconforto
por aceitar participar deste estudo, mas acreditamos com isso que este trabalho
trara beneficios, entre outros, uma melhor assisténcia a voz do idoso. O Senhor(a)
tera direito a perguntas e respostas a qualquer momento, assim retirar o
consentimento dado sem nenhum prejuizo para si ou para 0 corpo que esta em
estudo. Também nao havera gastos de sua parte. Nao serao divulgados os nomes
das pessoas no trabalho de pesquisa e temos o compromisso para que todas as
informagbes da pessoa sejam mantidas em segredo. Em caso de duvidas, a
mestranda esta pronta para esclarecer no endere¢co Rua Manoel Nascimento Torres,
g-k, lote 01, n-30, Goiana, Fone 88174744 ou (81)36260713. Declaro que li e
entendi este termo e como responsavel, voluntariamente e autorizo a utilizagdo dos
dados obtidos da necropsia e do questionario para elaboracéo deste trabalho.

Responsavel:

Testemunha e

Pesquisadora:
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n:

Anexo 3- PROTOCOLO DE COLETA DE DADOS DOS PACIENTES DO HCP E
SVO

1.Nome: 2.ldade: 3.Sexo:( )F( M
4.Estado civil: ( )solteiro(a) ( )casado(a) ( )viuvo(a) ( )divorciado(a)
5.Profissao: 6.Cidade: 7.Cor.___
8.Sintomas: 9. Tempo:

10. O individuo é/ era :

10.1.( ) fumante ou ex-fumante. Tempo__ 10.2.( ) ndo fumante.
11. o Individuo é/ era::

11.1.( ) etilista ou abandonou o habito 11.2.( ) ndo era etilista

12. Método de tratamento

12.1( ) cirurgico. Tipo: 12.2( ) quimioterapia

12.3 ( )radioterapia 13.4 ( ) outros
13. Registro do departamento de patologia do HCP:

13.1.Localizagdo do tumor : ( ) prega vocal direita ( ) prega vocal esquerda

13.2Diagn0ostico Histopatologico
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n:
Anexo 4 - MORFOMETRIA DOS EPITELIOS
Caso Controle
1) Area Objetiva 40x (um):
Area do epitélio escamoso de transicao :
Area do epitélio escamoso normal :
Area do epitélio escamoso displasico :
2)Diametro do nucleo nos epitélios (Objetiva 400x)
2.1 .camada basal e parabasal
Escamoso Transicao Displasico
N° de campos N° de campos N° de campos
p/ contagem: p/ contagem: p/ contagem:
1. 6. 1. 6. 1. 6.
2. 7. 2. 7. 2. 7.
3. 8. 3. 8. 3. 8.
4. 9. 4. 9. 4. 9.
5. 10. 5. 10 5. 10.
2.2 camada intermediaria
Escamoso Transicao Displasico

N° de campos
p/ contagem:

bl b
IR

0.

2.3 camada superficial
Escamoso
N° de campos
para contagem:

N° de campos
p/ contagem:

1.

~Edbad b

2
3.
4.
5

Transicgao
N° de campos
para contagem:

1.

~ bl

2
3.
4.
5

1.

o |*Ne

2
3.
4.
5

N° de campos
p/ contagem:

A WN=
—
SRR

Displasico
N° de campos
para contagem:
6.
7.
8.
9.
10.

aswN=




131

Anexo 5 - PROTOCOLO DA IMUNOHISTOQUIMICA COM O MARCADOR ki-
67(Densidade)

NO

1) Nnc no epitélio escamoso normal (objetiva 400x):
2) Anc no epitélio escamoso avaliado na contagem (Objetiva 40x):

3) Dnc no epitélio escamoso normal:

4) Nnc no epitélio escamoso de transi¢cao (objetiva 400x):

5) Anc no epitélio escamoso de transicdo avaliado na contagem (Objetiva
40x):

6) Dnc no epitélio escamoso transigéo:

7) Nnc no epitélio escamoso displasico (objetiva 400x):

8) Anc no epitélio escamoso displasico avaliado na contagem (Objetiva
40x):

9) Dnc no epitélio escamoso displasico:
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Anexo 6 - APROVAGAO DO COMITE DE ETICA

HCP

HOSPITAL
DE CANCER
DE PERNAMBUCO

DECLARACAO

Declaramos que o projeto de Pesquisa n° 21/2007 intitulado
“CARACTERIZACAO HISTOMORFOMETRICA E IMUNOHISTOQUIMICA DAS
NEOPLASIAS ESCAMOSAS INTRA-EPITELIAIS DE ALTO GRAU (DISPLASIA
ACENTUADA/CARCINOMA IN SITU) NAS PREGAS VOCAIS”, apresentado pela
pesquisadora Elisdangela Barros Soares, foi aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa em Seres Humanos do Hospital de Cancer de Pernambuco /HCP.

Os autores deverdao remeter cépia do artigo publicado para arquivo na
Biblioteca do HCP e terdo que mencionar nas publica¢cdes a Instituicdo onde o
trabalho foi realizado.

Recife, 13 de novembro de 2007.

Atenciosamente,

Qe Qv 10>

Dra Fatima Matos
Coordenadora
Comissao de Etica em Pesquisa
Hospital de Cancer de Pernambuco
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Anexo 7 - TRABALHO DESENVOLVIDO DURANTE O MESTRADO

SBFa Pagina 1 de 1

Certificamos que o trabalho intitulado: FUMO E PREGAS VOCAIS: UMA ANALISE MORFOMETRICA DAS
DIMENSOES MORFOLOGICAS EM CADAVERES DE IDOSOS DO SEXO MASCULINO dos autores: HILTON
JUSTINO DA SILVA, SANDRELLI VIRGINIO DE VASCONCELOS, ROBERTO JOSE VIEIRA DE MELLO,
ELISANGELA BARROS SOARES, foi apresentado como Poster no 16° Congresso Brasileiro de Fonoaudiologia,
realizado de 24 a 27 de setembro de 2008.

Campos do Jord&o, 27 de setembro de 2008.

, » A2 » 5 U
S)“""d r’:n.r"‘i e el '\\\T\\ i 4
Ana Luiza Gomes Pinto Navas Fernanda Dreux Miranda Fernandes Beatriz de Castro Andrade Mendes
Diretora Cientifica Presidente Diretora Cientifica

Apoio Institucional

.

= Qcneq R FAPESP

http://www.sbfa.org.br/portal/anais2008/certificado_print.php?op=certifresultado&cid=265&tid=12 26/11/2008
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Anexo 8 — SUBMISSAO DO ARTIGO

CEFAC
Soude = Educagao REVISTA CEFAC

Atualizacao Cientifica em Fonoaudiologia e Educagao

Sao Paulo, 05 de novembro de 2008

Prezados autoras Elisangela Barros Soares, Maria do Carmo Carvalho de Abreu

e Lima, Adriana Maria da Silva Telles,

Seu artigo intitulado: “HISTOPATOLOGIA DO CA IN SITU DAS PREGAS
VOCAIS”, foi recebido e iniciou processo de avaliagdo na Revista CEFAC sob
numero 167-08. As primeiras corregdes serdo solicitadas em breve, apés analise
da equipe editorial.

Atenciosamente,

Kelly Ueda
Revista CEFAC





