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Manfro G. Importancia progndstica da reatividade linfonodal e de micrometastases
em pacientes com cancer de laringe avancado sem metastase cervical [tese]. S&o
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2009.143p.

INTRODUCAO: A presenca de metastase cervical é um dos principais fatores
prognosticos em pacientes com carcinoma epidermoide de laringe. A anélise
rotineira dos linfonodos ndo inclui a avaliagdo da reatividade linfonodal, nem
pesquisa de micrometastases, podendo ser desprezada informacdes progndstica
relevantes neste grupo de pacientes. OBJETIVOS: Relacionar a reatividade
linfonodal com a recidiva e mortalidade de pacientes com carcinoma epidermoide de
laringe estadiados como pT3 e pT4, pNO, identificar através de marcadores imuno-
histoquimicos (AEL1/AE3, citoqueratina 7 e citoqueratina 5/6) a incidéncia de
micrometastases e relacionar com o progndstico dos pacientes. METODO: Entre
2002 e 2005, foram selecionados 105 pacientes estadiados como pNO com carcinoma
epidermoide de laringe submetidos a laringectomia total e esvaziamento cervical
seletivo dos niveis II, Il e IV bilateralmente, com a maioria dos pacientes (69)
submetidos a radioterapia adjuvante. Todos os linfonodos foram analisados conforme
os padrdes de reatividade: hiperplasia folicular (associada a resposta imune humoral),
hiperplasia paracortical (associada a resposta imune celular), histiocitose sinusal,
linfonodo normal e deplecdo linfonodal. Apenas os dois primeiros padrbes sdo
considerados como linfonodos estimulados e os demais como nédo estimulados. O
padrdo linfonodal mais frequente de cada caso foi considerado na analise da recidiva
da doenca e mortalidade. Todos os linfonodos foram submetidos a analise imuno-
histoquimica com o clone de citoqueratinas AE1/AE3, e nos casos de positividade
utilizou-se as citoqueratinas 5/6 e 7 para a diferenciacdo entre micrometastases e
inclus@es epiteliais benignas. RESULTADOS: Foram analisados um total de 3.648
linfonodos, com uma média de 34,7 linfonodos por paciente. O padrdo de reatividade
mais frequente foi a histiocitose sinusal (50 casos) seguido da hiperplasia
paracortical (35 casos) e hiperplasia folicular (20 casos), ndo havendo relagdo entre
esta andlise e a recidiva (p = 0,98) ou mortalidade (p = 0,49). A resposta imune
humoral esteve relacionada com maior mortalidade (p = 0,05), com sobrevida global
em 5 anos de 76%, comparado a 60% de sobrevida no grupo com imunidade celular
estimulada (log-rank = 0,05). A pesquisa imuno-histoquimica utilizando o clone de
citoqueratinas AE1/AE3 foi positiva em 17 pacientes (16,2%) tendo esta analise
relagdo com a recidiva da doenca (p = 0,03) e com a mortalidade (p = 0,04). No
grupo com AEL/AE3 positivo, a radioterapia associou-se a uma tendéncia de
protecdo a recidiva regional (p = 0,06). A citoqueratina 5/6 confirmou a presenca de
micrometastases em 4 (3,81%) casos e estas ndo apresentaram relacdo progndstica
com a recidiva (p = 0,66) e mortalidade (p = 0,66). A citoqueratina 7 diagnosticou
incluses epiteliais benignas em 11 (10,47%) casos. CONCLUSOES: Pacientes com
imunidade celular estimulada (hiperplasia paracortical) apresentaram menor
mortalidade comparados aos pacientes com resposta imune humoral (hiperplasia
folicular) (p = 0,05). A positividade na pesquisa com o clone de citoqueratinas
AE1/AE3 apresentou relacdo com significdncia com a recidiva (p = 0,03) e com a
mortalidade (p = 0,04). A incidéncia de micrometastases na pesquisa com
citogueratina 5/6 foi de 3,86% (4 casos de 105) e de inclusdes epiteliais benignas foi
de 10,47% (11 casos de 105).



Xiv

Summary

Prognostic significance of lymph node reactivity and micrometastases in patients
with advanced laryngeal cancer without regional metastasis.

INTRODUCTION: The presence of neck metastasis is one of the most important
prognostic factors in patients with squamous cell carcinoma of the larynx.
Immunohistochemical analysis for lymph node reactivity, micrometastasis and
presence of benign epithelial inclusions are not included in routine
anatomopathological exam, leading to potential missing of important prognostic
information in this group of patients. OBJECTIVES: 1- To analyze if lymph node
reactivity is associated with recurrence and mortality in patients with pT3/pT4, pNo
SCCa of the larynx. 2- To identify, with the aid of hystochemical markers AE1/AE3,
cytokeratin 7 and cytokeratin 5/6), the incidence of micrometastasis and benign
intraepithelial inclusions and to evaluate the relationship of these findings with the
patient’s prognosis. METHODS: One hundred and five patients with SCCa of the
larynx underwent total laryngectomy and bilateral selective neck dissection of the
levels II, 11I, and IV between 2002 and 2005. Sixty-nine patients also received
postoperative radiotherapy. All 105 patients were NO at the time of diagnosis. The
lymph nodes were analyzed according to their reactivity pattern: Follicular
hyperplasia (associated to humoral immune response), paracortical hyperplasia
(associated to cellular immune response), sinusoidal histiocytosis, normal lymph
node, lymphoid depletion. Only the he first two patterns are associated with
stimulated lymph nodes. The predominant pattern on each case was recorded and the
relationship between these patterns and tumor recurrence and mortality was assessed.
All the lymph nodes were tested for cytokeratin AE1/AE3, and the positive cases
were than tested for cytokeratin 5/6 and 7 to further differentiate micrometastasis
from benign epithelial inclusions. RESULTS: A total of 3648 lymph nodes were
analyzed (average of 34.7 lymph nodes/patient). The most common reactivity pattern
was paracortical hyperplasia (49 cases), followed by sinusoidal histiocytosis (36
cases) and follicular hyperplasia (20 cases). There was no association between these
different patterns and recurrence (p=0.98) or mortality (p=0.49). The humoral
immune response was associated with increased mortality (p=0.005). The 5-year
overall survival was 76%, compared to 60% on the stimulated cellular response
group (LogRank=0.05). Seventeen patients (16.2%) were positive for cytokeratin
AE1/AE3, and this was associated with tumor recurrence (p=0.03%) and mortality
(p=0.004). In the positive cytokeratin group, the use of radiation therapy showed a
tendency to protect against regional recurrence (p=0.06). The use of cytokeratin 5/6
confirmed the presence of micrometastasis in 4 cases (3.81%), but this finding was
not associated with local recurrence (p=0.66) or mortality (p=0.66). Cytokeratin 7
has diagnosed benign epithelial inclusions in 11 cases (10.47%). CONCLUSION:
Patients with stimulated cellular immunity experienced decreased mortality when
compared to humoral immune response (p=0.05). AE1/AE3 positivity was
significantly related to recurrence (p=0.03) and mortality (p=0.04). The incidence of
micrometastasis was 3.86% (4 cases in 105 patients), and of benign ephitelia
inclusions was 10.47% (11 cases in 105 patients).



XV

SUMARIO

LISTA DE SIGLAS ...ttt ettt e sttt e e st e e s eab e e e s s bt e e e st et e e s sabesessbbesesaraeeessabes \ili
LISTADE TABELAS ...ttt ettt sttt e ettt e e sttt e e s st e e e e b bt e e s eabaa e s sbbeeesabaeeessaees VIII
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt ettt ettt e e st e e s ebb e e e s s et e e s st aa e e s eabeaessbbeeesabeeeessareas IXI
L1 U 1Y [ T OTPRRR X1
0 YL XV
1O INTRODUGAD ..ottt ettt 1
20 0OBIETIVOS ...ttt ettt e e e ettt e e et eeereaees 7
3.0 REVISAO DA LITERATURA ...ooooee oo eeee et eee e e et eee st e s en e 8
3.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DO CANCER DE LARINGE ......ccviiiiitiiee sttt e s evae e 8
3.2 TRATAMENTO DO PESCOCO NO CANCER DA LARINGE........ccteiiitiieeietrieeeitieeesitreeeeeteeeserneeesenveeens 14
3.3 ESTRUTURA DO LINFONODO ...uvviiiiieiiiiitiiii e e e eeiitie e e e e e sttt e e e s s s sabbaat e s e e s s s sabbatesessssssbbaaeeeeessas 18
3.4 IMUNOLOGIA TUMORAL......oeitttiiiiee e e eeittiet e e e e s e ssabatt s e e s s s sibbaeteeesss s st b e teeeessssesbbbtesesesssasbbateeeeessas 21
3.5 MECANISMOS DAS METASTASES LINFONODAIS ....vvvviieieiiiiiieieeeesesittieiee e e e s s seibvaaesessssssbbaaeeeees s 24
3.6 FATORES PROGNOSTICOS DO CANCER DA LARINGE.......cviieiitiiec ettt sttt sivee e v 28
3.7 REATIVIDADE LINFONODAL ....utttiiieeiiiiitttteteeeeseiiattteteeeesssisbsssesesssssssbsssssssesssasbbssesesesssssbssesseessns 31
3.8 MICROMETASTASES NO CANCER DE LARINGE .....ccciitviieiiitiieeittieeseitte e s staeessevteesssraaesssnnanesssnaeees 35
3.9 INCLUSOES EPITELIAIS BENIGNAS .....ttttiiieee e ettt e e e e e e ettt e e e s s e s ittt e e e s s s s eabbaaesesessssbbaaeeeeeesas 39
4.0 CASUISTICA E METODOS ..o ee e, 41
o N O N 11 [0 NPT 41
4.1.1 Criterios A8 INCIUSAO ......vveeieeeieee ettt ettt et e e s sttt e e s et e e s sae e e s s bt e e e saneeeessares 41
A O 1 =] [0 Yoo [N (o] (V- (o RPN 41
4.1.3 Dados epidemMiOlOQgICOS. ......c.cciriiiiiieiciite e 42
3 B = Vo [ F3 o] [T T o L TR 42
4.1.5 Dados hiStOPAtOIOGICOS .....c.vivirvirieririerieiisieieie ettt sttt nsens 42
I O T=T U] 1=1 o1 (o IO USRS PT 43

N Y/ 1= ] 10 1 43
4.2.1 AnAlise hiStOPatOIOGICA ......c.vcvirieriiiirieieiiie e 43
4.2.2 Analise imuno-hiStOQUIMICA .......cveiriiriiirieiciie s 51

4.3 ANALISE ESTATISTICA L.uvtiiiieeiiiiittiiie e e s e ettt ittt e e e e st it b b et e e e e e st eb b b et e e e e e s s sasbbabeeeeesssasbbbbeeeeesssassbbbaaess 54

4.4 CARACTERIZACAO FINAL DA CASUISTICA ...oviiitit ettt etee e etee e eteeeetveeeteeeebeeeeteeeebeeebeeesbeeenaee e 55



XVi

4.5 AVALIACAO DA COMISSAO DE ETICA PARA ANALISE DE PROJETOS DE PESQUISA ....cvcvevrvevrenne. 56
5.0 RESULTADOS ...ttt sttt sne e nna e e snneeannee s S7
6.0 DISCUSSAD ...ttt 86

6.1 VARIAVEIS EPIDEMIOLOGICAS. .....cvutteteiiniininisisisistebeieies ettt bbbttt bbbt 86

B. 1.0 TAAAE ...ttt et ettt bbb et b e 86
5.0.2 SEXO .ttt etttk bbbt b Rt R e b £ e bt oAbt e beeh b e Re e ehe e ehe e ebe e beenbeenrenerenreen 87
TR I 1 o - LSOO PR 88
6.2 VARIAVEIS CLINICAS ....cviitiiiiiti ittt bbb bbb 88
B.2.1 SINEOMAS ...ttt r et r et nr et r e r s r e b nn et er e nn e erenne s 88
6.2.2 HiStOria FAMIIAT.........coiiieiiiiee e 90
6.2.3 FALOIES 08 RISCO .....eviveieiriie ettt 90
6.2.3.1 TabagisSmO € ELIlISMO .....cviuiuiiiiiciee et 90

6.3 VARIAVEIS CIRURGICAS .....ooiiiiiiiitisiisiie ettt s 91
6.3.1 TragqUEOSIOMIA PIEVIA .......ccveiiuiieiiiitiiieieie ettt st 91
6.3.2 LOCAIIZAGAD GO TUMOK ...ttt sttt st nne e 92
6.3.3 NUmero de liNfoN0d0S FESSECAUDS ........cvivirriieitirieiete ettt 93
6.3.4 Grau de Diferenciagdo TUMOFAl ..........cocoiiiiiiiiiiie e 94
6.3.5 SUPEITICIE TUMOTAL ...c.oiiiiiiecc e ettt nas 94
6.3.6 Infiltrado INFIAMALOTIO. .......cveiiieee e 95
6.3.7 Invasdo de Cartilagem e de EStruturas Adjacentes..........covvvereeieneieniene e 95
6.3.8 Invasdo Vascular € PerineUIal ..........cccooiiiiiiiiiiires et 96

6.4 EVOLUGAO PROGNOSTICA ...cctiteitieeitie e sttt e siteestteesste e ssteesnteessteesntaesstaasnsaeabeaanseeastaaaneeaseeenseensnes 96

6.5 REATIVIDADE LINFONODAL ......ciitiitiiiiitieiieie sttt st bbb 98

6.6 MICROMETASTASES E INCLUSOES EPITELIAIS BENIGNAS ......oooviiiiiieisiinieise e 104
7.0 CONCLUSOES ...ttt 109
8.0 INFERENCIAS ...ttt en et 110

9.0 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..., 111



1.0 Introducéo

O cancer de laringe corresponde a 1,7% da incidéncia mundial de cancer. Foi
estimado para 0 ano de 2005 mais de 160.000 novos casos em todo o mundo, sendo
apenas pouco mais de 20.000 acometendo o sexo feminino (FERLAY J et. al., 2000).

Na Europa, o cancer de laringe corresponde entre 2 a 5% de todas as neoplasias
malignas (LICITRA L et. al., 2003). Nos Estados Unidos, no ano de 2001 foram
diagnosticados 75.000 casos de cancer de cabeca e pescoco, sendo 26% dos casos
localizados na laringe (DAVIES L & WELCH HG, 2006). Entre os anos de 1975 e
2001 houve um decréscimo de 26% na incidéncia do cancer de laringe. No entanto, a
mortalidade desta doenca diminuiu apenas 6% entre 1990 e 2001 (DAVIES L &
WELCH HG, 2006).

No Brasil, esta neoplasia maligna corresponde a aproximadamente 2% dos
canceres diagnosticados, com 8.000 novos casos por ano, causando
aproximadamente 3.000 mortes no mesmo periodo (INCA, 2002). E o segundo
cancer mais frequente do trato aerodigestivo superior, sendo superado apenas pelas
neoplasias malignas da boca. Na populacdo brasileira, € o 8° cancer mais frequente
entre os homens (INCA, 2008). A cidade de S&o Paulo apresenta uma das maiores
incidéncias do pais e do mundo, com indice maior que 10 casos por 100.000
habitantes, dados estes semelhantes aos das cidades de Turin na Italia, Ahmedabad

na India e Zaragoza na Espanha (WUNSCH FILHO V, 2004).



A incidéncia do cancer de laringe tem diminuido na cidade de S&o Paulo entre
0os homens desde o final da década de 80, enquanto que entre as mulheres tem
permanecido estavel (WUNSCH FILHO V, 2004).

O grupo etario mais acometido sdo os individuos entre 50 e 70 anos, mas o
nimero de casos em pacientes mais jovens tem aumentado nos ultimos tempos
(WUNSCH FILHO V, 2004).

O tipo histologico mais frequente das neoplasias malignas que acometem a
laringe € o carcinoma epidermoide, correspondendo a mais de 90% dos casos
(DAVIES L & WELCH HG, 2006; WUNSCH FILHO V, 2004). Devido aos
diferentes tipos de tecidos que formam a laringe, esta pode também ser sitio de
condrossarcoma, carcinoma mucoepidermoide, carcinoma adenoide cistico e linfoma
(BLANCO EC et. al., 2005; DAVIES L & WELCH HG, 2006; PRGOMET D et. al.,
2003).

O carcinoma epidermoide da laringe tem como principais fatores de risco o
habito do tabagismo e do etilismo. O primeiro aumenta em aproximadamente 13
vezes a chance de desenvolver uma neoplasia maligna da laringe (WYNDER EL et.
al., 1976), e o segundo aumenta este risco em duas vezes (TOMATIS L, 1990).
Quando existem ambos os fatores associados, 0 risco aumenta ainda mais
(ELWOOD JM et. al., 1984; FLANDERS WD & ROTHMAN KJ, 1982;
TALAMINI R et. al.,, 2002). Num estudo caso-controle na cidade de S&o Paulo
encontrou-se um risco-relativo para desenvolvimento de neoplasias malignas da
laringe de 7,5 entre os tabagistas e 3,7 entre os etilistas (WUNSCH FILHO V, 2004).

Algumas particularidades a respeito do comportamento bioldgico do cancer de

laringe sdo importantes. No estudo anatdbmico desse érgdo é possivel identificar



compartimentos formados por ligamentos e membranas, que sdo barreiras de
disseminacédo tumoral, resultando muitas vezes na existéncia de um tumor localmente
avancado, porém totalmente compartimentalizado no 6rgéo e passivel de ressec¢éo
cirargica com bons resultados oncoldgicos, comparado a tumores avancados da
hipofaringe e da cavidade oral (DIAS FL et. al., 2005; HALL SF et. al., 2008;
ZWETYENGA N et. al., 2003).

Muitas vezes, a falha do tratamento ocorre nas cadeias de drenagem linfaticas
cervicais. A guantidade de vasos linfaticos é variavel conforme o subsitio da laringe,
sendo muito mais frequente a presenca de metastases regionais em tumores malignos
com acometimento supraglotico (WERNER AJ et. al., 2003).

Mesmo na auséncia de metéstases linfaticas clinicamente detectaveis, o
tratamento profilatico das cadeias linfaticas cervicais é preconizado em pacientes
com tumores T3 e T4 submetidos a tratamento cirdrgico, devido a alta incidéncia de
metastases ocultas neste grupo de pacientes, chegando a ocorrer em 55% dos casos
no nivel 111 de drenagem linfatica cervical (SHAH JP, 1990).

A presenca de metastases cervicais € um dos principais fatores de pior
prognostico comparado aos pacientes pNO, principalmente quando existir
extravazamento linfonodal (OOSTERKAMP S et. al., 2006; TAKES RP et. al.,
1997), devendo o pescog¢o ser um sitio de atencdo especial no tratamento da doenca
neoplasica da laringe (REID AP et. al., 1991; SHAH JP, 1990; SHAH JP et. al.,
1993).

Aproximadamente 70% dos casos de cancer de laringe submetidos a
esvaziamento cervical eletivo ndo apresentam metastases no  estudo

anatomopatologico (pN0) (SHAH JP, 1990). Em alguns casos, contudo, a ressec¢ao



com margens livres associada ao esvaziamento cervical profilatico ndo impede uma
recidiva da doenca, podendo este comportamento ser explicado através do
entendimento da relacéo entre a doenca e o sistema imunologico do hospedeiro e da
importancia progndstica das micrometastases linfonodais.

A auséncia de metéastase linfonodal no produto dos esvaziamentos cervicais ndo
é utilizada como fator indicativo de tratamento adjuvante. Entretanto, um estudo
mais detalhado destes linfonodos ressecados durante as linfadenectomias cervicais
talvez resultem em informacdes progndsticas importantes e auxiliares na indicacao
de tratamento adjuvante.

O paciente ndo é um agente passivo no desenvolvimento do tumor maligno,
respondendo imunologicamente a presenca da doenca (BURNET FM, 1967).

O estudo da reatividade linfonodal, como uma aferi¢do indireta da resposta
imunoldgica do hospedeiro a doenca, iniciou-se em casos de cancer de mama, ndo
sendo mais utilizado atualmente nesse tipo de doenca. No entanto, existe esta relacéo
descrita mais recentemente analisando tumores malignos da cabeca e pescoco,
retirando informacdes relevantes a respeito do prognostico da doenca de dados
muitas vezes desconsiderados pelo cirurgido como a auséncia de metastases
linfaticas no produto de sua linfadenectomia (ALBERTY J & WARDELMANN E,
2001; CERNEA CR et. al., 1997; GALLO O et. al., 1995; STANKIEWICZ C,
1994).

A padronizacdo e a reproducdo destes resultados em amostras maiores s@o
necessarias para que a avaliacdo da reatividade linfonodal seja ou ndo indicada na
avaliacdo progndstica do cancer de laringe e de cabeca e pescoco (AMAR A et. al.,

2001).



Apesar da evolugdo dos métodos de imagem, nenhum exame pré-operatorio €
capaz de detectar depdsitos metastaticos microscopicos (TAKES RP et. al., 1997).

A sensibilidade do exame anatomopatologico convencional que utiliza um
unico corte em cada linfonodo corados com hematoxilina-eosina € pouco maior que
80%, e corrige o0 estadiamento em pouco mais de 40% dos casos (ROSS GL et. al.,
2004), podendo o numero de esvaziamentos com metastases linfonodais ser maior
que o diagnosticado no exame de rotina.

A pesquisa das micrometastases visa a diminuir os casos de falsos-negativos,
que ocorrem entre 20 e 30% dos pacientes, devido a menor sensibilidade no
diagnostico de metastases linfonodais no estudo anatomopatolégico usual
(MACHANT FE et. al., 1993). No entanto, o conceito de micrometastases e a
importancia progndstica destes achados ainda séo discutidos na literatura.

O conceito de micrometastase varia desde qualquer metastase nao
diagnosticada pela hematoxilina-eosina a metastases menores que 3 mm de diametro
(DEVANEY KO et. al., 2002; STOECKLI SJ et. al., 2002; Van den BREKEL
MWM et. al., 1992; Van den Brekel MW et. al., 1996).

A incidéncia das micrometastases é muito variada, entre 5 e 58% (DEVANEY
KO et. al., 2007; KOCATURK S et. al., 2003; RINALDO A et. al., 2004), e a sua
importancia prognostica em carcinomas do trato aerodigestivo superior também néo
¢ bem definida. Quando ndo tratadas, tendem a proliferar gradualmente e se
transformar numa macrometastase (FERLITO A et. al., 2008a). Esta evolugdo pode
justificar as recidivas cervicais que ocorrem em até 10% dos casos em pacientes pNO

(BECKER MT et. al., 2004).



Além da dificuldade do diagnostico das micrometastases devido a auséncia de
exame de rotina para tal, elas devem ser diferenciadas de inclusdes epiteliais
benignas, que sdo estruturas epiteliais glandulares benignas associadas a linfonodos,
podendo também ser encontradas em outros sitios do organismo (BROWN RB et.
al., 1953). Distinguir estas inclusées linfonodais das metastases cervicais €
importante tanto para melhorar o estadiamento quanto para evitar tratamentos

desnecessarios (RESERKOVA E et. al., 2003).



2.0 Objetivos

O trabalho tem como objetivos:

2.1 Relacionar a reatividade linfonodal com a recidiva e mortalidade de
pacientes com carcinoma de laringe estadiados como pT3 e pT4, pNO, submetidos a
laringectomia total associada a esvaziamento cervical dos niveis IlI, Il e IV
bilateralmente.

2.2 Neste mesmo grupo de pacientes, identificar através de método imuno-
histoquimico de pesquisa de citoqueratinas AE1/AE3, a incidéncia de células
epiteliais no produto de esvaziamentos cervicais e analisar a importancia prognostica
deste achado.

2.3 Nos casos positivos para o clone AEL/AE3, identificar através de
marcadores imuno-histoquimicos (citoqueratina 7 e citoqueratina 5/6) a incidéncia de

micrometastases e a relacao destas com o prognosticos dos pacientes.



3.0 Revisao da Literatura

3.1 Aspectos Epidemiologicos do Cancer de Laringe

A epidemiologia do cancer de cabeca e pescogo recebe uma atencdo limitada
na literatura mundial. Varios fatores contribuem para isso, como a variedade de
tecidos localizados nesta regido, desde o tecido 0sseo ao tecido glandular, do epitélio
faringeo ao tecido sinovial da laringe, resultando em tumores relativamente raros
qguando comparados a incidéncia de neoplasias malignas de outros sitios anatbmicos,
porém, esta regido apresenta uma diversidade histologica, evolugdo e prognostico
muito variaveis (DAVIES L & WELCH HG, 2006).

A incidéncia global do cancer de cabeca e pescoco nos EUA chega a 270 casos
para cada 1 milhdo de pessoas, sendo menos da metade do numero de casos de
cancer de pulméo (620 casos/milhdo) e de colon (550 casos/milhdo) (DAVIES L &
WELCH HG, 2006). Entretanto, pacientes com neoplasias malignas da cabeca e
pescoco geralmente apresentam uma mortalidade menor que aqueles portadores de
cancer de pulmédo e uma morbidade maior comparados aos tratados de cancer de
célon (HAMMERLID E & TAFT C, 2001; RAMSEY SD et. al., 2002).

Devido as diferentes localiza¢6es anatdmicas do cancer de cabeca e pescoco, se
os tumores forem divididos quanto ao sitio, 44% das neoplasias ocorrem em regides
potencialmente palpaveis, 31% nos locais prontamente visiveis, e 25% dos tumores
em locais que precisam de instrumentos especificos para ser visualizados, sendo o
sitio mais frequente deste ultimo grupo, a laringe (DAVIES L & WELCH HG,

2006).



As neoplasias malignas deste sitio anatdmico até o ano de 1860 eram raramente
diagnosticadas, até o desenvolvimento da laringoscopia indireta por Garcia (LIMA
RA & KLIGERMAN J, 1997).

O céancer da laringe ganha importancia devido ao fato de ser um tumor que
causa alta morbidade (HAMMERLID E & TAFT C, 2001; RAMSEY SD, et. al.,
2002), e pode ter sua incidéncia consideradamente diminuida com a cessacdo dos
seus fatores de riscos, podendo ter até 90% dos casos prevenidos com a suspensao do
tabagismo e do etilismo. Apenas a interrup¢do do etilismo reduz em até 25% a
incidéncia deste cancer (BERRINO F & CROSIGNANI P, 1992).

Para 0 ano de 2005, a estimativa mundial foi de mais de 160.000 novos casos
de cancer da laringe em homens e 22.000 casos entre as mulheres (FERLAY J et. al.,
2000). Estes numeros correspondem a aproximadamente 1,7% dos casos de cancer
em todo o mundo, com uma proporcdo de 7 homens para 1 mulher (FERLAY J et.
al., 2000).

Em alguns relatos, a neoplasia maligna da laringe corresponde ao 11° cancer
mais frequente no homem, correspondendo a 2,8% do total dos casos, sendo
superada pelo cancer de pulmdo, estdmago, colon e reto, prostata, figado, es6fago,
bexiga, boca, leucemia e linfoma ndo-hodgkin (PARKIN DM, et. al., 1999).

Nos Estados Unidos da América, foram diagnosticados 75.000 casos de cancer
da cabeca e pescoco no ano de 2001, sendo 19.500 (26%) localizados na laringe. Na
Europa este 6rgdo é acometido em 2 a 5% dos casos das neoplasias malignas
(LICITRA L et. al., 2003). Apenas na Provincia Italiana de Ragusa, entre 1986 e
1997, a incidéncia foi de 9.842 casos e 3.946 mortes por cancer de laringe (TUMINO

R & VICARIO G, 2004).
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No Brasil, esta neoplasia corresponde a 2% dos casos de cancer, chegando até a
8.000 casos diagnosticados anualmente (INCA, 2002).

No inicio da década de 90, Zaragoza na Espanha apresentava a mais alta taxa de
incidéncia, chegando a 17,1 casos para cada 100.000 habitantes. Outras areas com
incidéncia maior que 10 casos por 100.000 habitantes eram a Franca, norte da Italia,
Espanha, Portugal e varias regides da Europa central, sudeste do Brasil, Uruguai e a
Asia Ocidental (WUNSCH FILHO V, 2006).

A taxa de incidéncia de cancer de laringe € mais alta em paises Europeus, na
Ameérica do Norte e nas regides de clima temperado da América do Sul, variando de
8,1 a 15,1 casos para cada 100.000 homens e de 0,6 a 1,2 casos para cada 100.000
mulheres (PARKIN DM et. al., 1999).

Analisando diferentes cidades brasileiras, ndo se consegue definir um
predominio da incidéncia em alguma regido. Nota-se que na maioria das capitais
existe uma incidéncia superior a 5 casos para cada 100.000 homens. Alcan¢cam mais
de 10 casos para cada grupo de 100.000 habitantes do sexo masculino as cidades de
Belo Horizonte — MG, Cuiabd — MT, Brasilia — DF, Fortaleza — CE, Manaus — AM,
Porto Alegre — RS e S0 Paulo — SP (WUNSCH FILHO V, 2006).

A mortalidade alcanca uma taxa de até 0,65 mortes para cada 100.000 Gbitos de
qualquer natureza em paises desenvolvidos (PARKIN DM et. al., 1999).

A faixa etaria de maior risco para desenvolvimento desta neoplasia € entre a 62
e 82 décadas de vida. Na cidade de S&o Paulo, entre janeiro de 1999 e dezembro de
2001, 63% dos pacientes pertenciam a este grupo etario (WUNSCH FILHO V,

2006).
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Quanto a incidéncia do cancer da laringe e a etnia, alguns trabalhos relataram
uma maior incidéncia em brancos comparados a negros e orientais (ACKERMAN
LV & DEL REGATO JA, 1962).

Quanto ao tipo histoldgico, o carcinoma epidermoide é o tumor mais frequente
da laringe, com sua incidéncia variando entre 93,7 e 97,4% dos casos (DAVIES L &
WELCH HG, 2006; WUNSCH FILHO V, 2006), sendo este 6rgdo raramente sitio de
sarcomas, adenocarcinomas, carcinomas adenoide cistico, linfomas (BLANCO EC
et. al., 2005; PRGOMET D et. al., 2003; WUNSCH FILHO V, 2006).

O carcinoma epidermoide da laringe tem como principais fatores de risco o
tabagismo e o etilismo, ambos grandes problemas de satde publica em qualquer pais.
O consumo croénico do cigarro e do alcool sdo fatores independentes de aumento da
incidéncia de cancer do trato aerodigestivo superior, entre estes o cancer da laringe,
sendo esta relacdo dose-dependente. O risco relativo para o cancer de laringe em
tabagistas chega a 13,2 (WYNDER EL et. al., 1976), e o efeito carcindgeno
multiplica-se quando o cigarro é associado ao etilismo (FLANDERS WD &
ROTHMAN KJ, 1982; TALAMINI R et. al, 2002). Isoladamente o etilismo dobra a
chance de desenvolver o cancer da laringe (TOMATIS L, 1990).

Na Franca, devido a diminui¢do do consumo de alcool e cigarro, a incidéncia e
mortalidade por cancer de cabeca e pescoco vem diminuindo nas Gltimas décadas
(MORINIERE S, 2006).

Os pacientes sem historia de exposicdo ao tabagismo e etilismo apresentam
uma tendéncia a desenvolver a doenga numa idade mais avancada comparado aos

pacientes que fumam e ingerem bebida alcodlica (AGUDELO D et. al., 1997).
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Apesar do tabagismo e do etilismo serem os principais fatores envolvidos na
carcinogénese dos tumores malignos da laringe, existem outros relatos de fatores que
também apresentam relacdo com a génese desta neoplasia como fatores ambientais,
nutricionais, infecciosos, familiares e genéticos.

Um baixo nivel de instrucdo e alguns agentes ocupacionais aumentam 0 risco
de desenvolver uma neoplasia. Desde 1970, o asbesto tem sido tratado como um
fator de risco para o cancer de laringe (NEWHOUSE ML & BERRY G, 1973;
STELL PM & McGILL T, 1973). Em duas comunidades na Suécia, foi evidenciado
um aumento do risco para cancer de laringe em pacientes expostos a asbesto, com
um risco relativo de 1,8 (GUSTAVSSON P et. al., 1998). Além destes relatos,
varios trabalhos afirmaram o aumento da incidéncia desta neoplasia em pacientes
deste grupo de risco (BERRINO F et. al., 2003; BURCH JD et. al., 1981; DE
STEFANI E et. al., 1998).

Estudos caso-controle realizados na Alemanha e nos Estados Unidos
demonstraram um aumento da incidéncia do cancer de laringe em trabalhadores que
usava cimento e madeira (DIETZ A et. al., 2004; WYNDER EL et. al., 1976).

O estado nutricional apresenta relacdo com grande parte das doencas
neoplasicas. Um aporte nutricional rico em vegetais e frutas € um fator de protecéo
para 0 desenvolvimento de céancer de laringe. Outros trabalhos mostraram uma
incidéncia maior desta doenca no grupo de pacientes com alta ingesta de carne
salgada e alto aporte de gordura (BOSETTI C et. al., 2002; CROSIGNANI P et. al.,
1996; DE STEFANI et. al., 1995; DE STAFANI et. al., 2000; ESTEVE J et. al.,

1996; OREGGIA F et. al., 2001).
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A relacdo da carcinogénese do cancer de laringe com a infeccdo por Papiloma
Virus Humano (HPV) é bastante discutida, sendo dificil avaliar sua relacdo
independente do habito do tabagismo e do etilismo (SMITH EM et. al., 2000). A
relacdo da infeccdo pelo HPV é muito mais comum com o cancer da orofaringe
comparado ao cancer de laringe (HERRERO R, 2003). Os subtipos mais
relacionados sdo o 16, 18 e 33, os mesmos do cancer de colo de Gtero (SUGAR J et.
al., 1996).

O aumento da incidéncia do cancer de laringe em individuos com doenca do
refluxo gastroesofagico ainda ndo esta bem definida, nem mesmo a acdo carcindgena
do contetdo do refluxo na mucosa laringea (WUNSCH FILHO V, 2006).

A importancia da histéria familiar no desenvolvimento do cancer de laringe €
mostrada em um estudo brasileiro caso-controle que evidenciou um risco-relativo de
3,65 em pacientes com familiares de primeiro grau portadores de neoplasias
malignas, sendo ainda maior quando esta neoplasia é na regido da cabeca e pescoco
(FOULKES WD et. al., 1995).

Apesar de ndo ser um dos tumores mais frequentes da populacao brasileira, o
cancer da laringe € responsavel por aproximadamente 3.000 mortes por ano,
totalizando 3,8% das mortes por cancer entre os homens e 0,6% entre as mulheres
(INCA, 2002).

Tanto a incidéncia quanto a mortalidade do cancer da laringe tem diminuido,
esta Gltima menos que a primeira. Como razdes para este achado sdo apontados o
atraso no diagnostico da doenga resultando num menor sucesso terapéutico e
alteracbes no comportamento biologico do tumor (DAVIES L & WELCH HG,

2006).
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Nos EUA houve uma diminuicdo da sobrevida dos pacientes com cancer de
laringe nas Ultimas 2 décadas, e neste mesmo periodo foi notada uma diminuicéo do
numero de cirurgias da laringe, em consequéncia do aumento da opc¢édo terapéutica

com radioterapia e quimioterapia (HOFFMAN HT et. al., 2006).

3.2 Tratamento do pesco¢o no cancer da laringe

O termo esvaziamento cervical refere-se ao processo cirrgico que remove da
regido cervical os linfonodos e vasos linfaticos relacionados com metastases
linfaticas de tumores, podendo estar associado a ressec¢do de estruturas nao
linfaticas, sendo ordenado segundo os principios oncolégicos pertinentes ao tumor
primario que Ihe deu origem.

Os primeiros estudos sobre a necessidade do tratamento do pescoco foram em
casos de tumores de boca.

CHELIUS em 1847 citou que na metastase “as glandulas e linfaticos vizinhos
tornam-se duros e dolorosos” e que “uma vez que o crescimento na boca tenha
disseminado para a glandula submandibular, a remogdo completa ¢ impossivel”. Em
1880 KOCHER e posteriormente em 1893 SUTTON descreveram a resseccdo dos
linfonodos do triangulo submandibular junto com a remocdo da lesdo primaria
(MARTIN H et. al., 1951).

A descricdo mais cléssica a respeito do esvaziamento cervical foi feito por
CRILE em 1906, quando publicou seu artigo Excision of cancer of the head and
neck; with special reference to the plan of dissection based on one hundred and

thirty-two operation (CRILE G, 1906).
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Até 1933, o tratamento do pescogo baseava-se em extirpar radicalmente a
doenca cervical macroscopica. Neste ano, BLAIR e BROWN foram pioneiros na
descricdo do tratamento do pescoco antes mesmo de desenvolver as metastases, no
entanto, ainda ndo realizavam no mesmo tempo operatorio, mas apds o tratamento
cirdrgico do tumor primario e da radioterapia (BLAIR VP & BROWN JB, 1933).

MARTIN, em 1951 elaborou uma completa revisdo sobre esvaziamento
cervical, definindo os termos esvaziamento cervical radical, parcial, bilateral
combinado e profilatico. Concluiu que, para se indicar o esvaziamento cervical,
deve-se ter uma incidéncia definida de cancer no linfatico cervical (MARTIN H et.
al., 1951).

Em 1963, SUAREZ analisou 803 casos de cancer da laringe e hipofaringe
tratados com esvaziamento cervical, e notou que grande parte dos pacientes eram
submetidos a mutilagbes desnecessarias com riscos de acidentes e complicagdes
como edema de face, fistulas, necrose da pele e rotura da car6tida quando eram
tratados com esvaziamento cervical radical. Baseado nisto, em 1952, passou a
desenvolver uma técnica que permitia retirar os linfaticos junto com o tumor
priméario, respeitando os mausculos esternocleidoocciptomastoideo e omohioideo,
glandula submandibular, veia jugular interna e nervo acessorio, sendo conhecida
como esvaziamento ganglionar funcional (SUAREZ O, 1963).

Apbs 1967, quando BOCCA e PIGNATARO descreveram 0 esvaziamento
cervical conservador nos moldes do relato de SUAREZ quatro anos antes, esta
técnica ficou difundida (BOCCA E & PIGNATARO O, 1967).

Subsequentemente a descri¢do da técnica de SUAREZ, em que era realizada a

linfadenectomia dos niveis | a V com preservacdo de todas as estruturas nédo
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linfaticas, muitos cirurgides passaram a ndo remover o nivel | do pescoco (SPRIANO
G et. al., 2003).

Em 1985, BYERS introduziu o conceito de realizar a linfadenectomia nos
niveis de maior risco de metastases, sendo chamado de esvaziamento cervical
seletivo (BYERS RM, 1985).

Varios autores descreveram que em casos de cancer de laringe os niveis | e V
sdo raramente envolvidos, principalmente nos casos com auséncia de metastase
clinica ou radiologicamente aparentes (FERLITO A & RINALDO A, 2007,
RINALDO A et. al, 2004). Assim, muitos autores passaram a indicar o
esvaziamento cervical seletivo dos niveis Il, 11l e IV, definido como esvaziamento
cervical lateral, como melhor procedimento eletivo para a abordagem do pescogo no
cancer de laringe, sendo o esvaziamento cervical radical modificado desnecessario
nos casos sem doenca linfonodal extensa (BRAZILIAN HEAD AND NECK
CANCER STUDY GROUP, 1999; BUCKLEY JG & MACLENNAN K, 2000;
FERLITO A et. al., 2008b; GALLO O et. al., 2006).

Mais recentemente houve uma tendéncia a restringir o esvaziamento cervical
seletivo para as areas onde a incidéncia de metastase no cancer de laringe seja mais
frequente, sem comprometimento do resultado oncoldgico. Essa linfadenectomia
mais limitada visa a diminuicdo da morbidade, sem piora da sobrevida deste grupo
de pacientes (FERLITO A et. al., 2008Db).

A incidéncia de metastase no subnivel IlIb chega a apenas 1,4% dos casos, €
todos os pacientes com metastase cervical no estudo anatomopatoldgico no nivel llb,
apresentavam metastases em outros niveis de drenagem (COSKUN HH et. al., 2004;

ELSHEIKH MN et. al., 2006; PALERI V et. al., 2008; SEZES OS et. al., 2007).
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Varios autores consideraram desnecessaria a linfadenectomia do subnivel I1b,
minimizando o tempo operatdrio e a disfuncdo causada pela manipulacdo do nervo
espinhal (FERLITO A et. al., 2007; RINALDO A et. al., 2006).

O nivel 1V de drenagem cervical também foi alvo de estudo, e assim como no
subnivel Ilb, a incidéncia de metastase foi bastante baixa, chegando a apenas 3,4%
dos casos em alguns relatos (COSKUN HH et. al., 2004; ELSHEIKH MN et. al.,
2006; LIM YC et. al., 2006).

Alguns autores concluiram que o esvaziamento do nivel IV ndo se faz
necessario em casos de pescoco clinicamente sem metastases cervicais (CAGLI S et.
al., 2007; KHAFIF A et. al., 2004), diminuindo a incidéncia de fistula linfatica e
lesdo inadvertida do nervo frénico (FERLITO A et. al., 2007).

Atualmente a linfadenectomia seletiva dos niveis Ila e 111 € a mais indicada nos
casos onde ndo ha evidéncia de metastase cervical diagnosticada clinica ou
radiologicamente (FERLITO A et. al., 2008b), porém isto ainda ndo é consenso em
ambito mundial.

A pesquisa de linfonodo sentinela em céancer de laringe ndo é tdo utilizada
guanto em tumores de boca e orofaringe. A acuracia deste método chega a 95%, mas
o diagndstico, na maioria das vezes, é feito na pesquisa com imunohistoquimica. No
estudo rotineiro de congelacdo, onde é realizado apenas um corte em cada linfonodo,
o0 diagndstico ocorre raramente, 0 que torna pouco indicada a utilizacdo rotineira da
pesquisa de linfonodo sentinela (TOMIFUGI M et. al., 2008).

No céancer de laringe, além das indica¢Ges baseadas nas caracteristicas do tumor
primario, a radioterapia é utilizada no tratamento adjuvante do pescogo nos casos em

que o estudo anatomopatoldgico evidenciar multiplos linfonodos comprometidos
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(O'BRIEN CJ et. al., 1986; OLSEN KD et. al., 1994) ou nos casos de
extravazamento capsular no linfonodo metastatico (CACHIN Y & ESCHWEGW F,
1975; CLOSE LG et. al., 1989; JOHNSON JT et. al., 1985; JOHNSON JT et. al.,

1981; O'BRIEN CJ et. al., 1986; SYNDERMAN NL et. al., 1985).

3.3 Estrutura do Linfonodo

Os linfonodos sao divididos em trés compartimentos principais, cada um deles
podendo desenvolver-se em resposta a um determinado estimulo antigénico (ROSAI
J, 2004). Tém como funcao filtrar a linfa, manter e produzir linfécitos B e acomodar
os linfocitos T.

O linfonodo é formado por uma capsula e pelo parénquima, sendo este ultimo
dividido em coértex e medula. A céapsula é formada por tecido conjuntivo denso
envolvido por tecido adiposo e é penetrada por vasos linfaticos aferentes valvulados
que evitam o refluxo da linfa que entra no linfonodo.

O cortex, que é a parte mais superficial do parénguima, possui uma parte
externa e uma interna. A mais externa, localizada logo abaixo do seio subcapsular,
contém principalmente os foliculos linfoides ricos em linfocitos B e seios linfaticos e
a mais interna aloja linfocitos T auxiliares CD4+ e vénulas com endotélio alto.

Os foliculos linfoides dividem-se em primarios e secundarios. Os primarios sao
agregados densos e homogéneos de pequenos linfdcitos, situados na regido cortical
do linfonodo. E o foliculo em estado de repouso. Os foliculos secundarios formam-se
guando no primario desenvolve-se um centro germinativo, que contém

principalmente linfocitos B, secundarios a resposta de um estimulo antigénico. Neste
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centro germinativo também se observam figuras de mitose por ser uma area de
intensa atividade de proliferacdo celular (LIU YJ et. al., 1991).

A parte mais interna do cortex, também denominada de regido paracortical ou
cortex profundo, localiza-se entre os foliculos linféides e os seios medulares, sendo o
seu principal componente celular os linfécitos T CD4 +. E um compartimento de
dificil delimitacdo, sendo caracteristica a identificacdo, nesta regido do linfonodo, de
vénulas pos-capilares de endotélio alto. E nesta regido onde os linfocitos CD4+
interagem com os linfocitos B quando expostos a um antigeno especifico (SZAKAL
AK et. al., 1989).

Os seios linfaticos, ricos em histidcitos e macrofagos, podem conter também
eosinofilos, plasmdcitos, hemaceas e neutrofilos, sdo espacos sob a capsula
revestidos por células endoteliais (seio subcapsular) e ao longo das trabéculas de
tecidos conjuntivos originadas da capsula que entram no cortex (seio peritrabecular)
(ROSALI J, 2004).

E nesse compartimento que 0s antigenos presentes na linfa sdo filtrados e
apresentados aos linfdcitos corticais. A linfa chega ao seio peritrabecular, passando
pelo seio subcapsular, dirige-se aos seios medulares e sai por um Unico vaso linfatico
eferente.

A medula é envolvida pelo cortex, exceto da regido do hilo onde os vasos
linfaticos eferentes juntos com uma veia saem e uma artéria entra no linfonodo. A
regido medular do linfonodo contém dois componentes principais: 1. Sinusoides
medulares que séo espacos revestidos por células endoteliais envolvidas por células

reticulares e macrofagos. 2. Corddes medulares, com linfocitos B, macr6fagos e
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plasmdcitos; estes Ultimos secretam imunoglobulinas diretamente para 0s seios
medulares sem deixar o linfonodo (ROSAI J, 2004).

Os linfonodos s@o unidos em série pelos vasos linfaticos, de modo que o vaso
linfatico eferente de um linfonodo se torna o vaso linfatico aferente de outro
linfonodo adjacente na cadeia (ROSAI J, 2004).

Como 0 organismo encontra-se constantemente em contato com antigenos,
tanto exdgenos quanto endogenos, todos os linfonodos apresentam algum grau de
ativacdo ou reatividade. Essa ativacdo leva ao desenvolvimento do compartimento
estimulado(ROSALI J, 2004).

Os foliculos linfoides sdo a regidao do linfonodo responsavel pela resposta
imunoldgica mediada por linfocitos B com producdo de anticorpos, isto é, resposta
imune humoral. Na regido paracortical, o predominio é de linfécitos T,
especialmente os CD4+, favorecendo a montagem da resposta imunolégica do tipo
celular (STEIN H et. al., 1980).

Nos seios linfaticos hd um maior nimero de histiocitos, exercendo sua atividade
de fagocitose e apresentacdo de antigenos e participando tanto da resposta imune
celular quanto humoral (POHRIS E et. al., 1987).

Nos cordbes medulares ocorre a liberacdo de imunoglobulinas pelos
plasmécitos formados a partir dos linfocitos B dos foliculos ativados.

Portanto, o compartimento predominante em um linfonodo que drena uma area
tumoral indica qual modalidade de resposta imune o organismo do hospedeiro esta
desenvolvendo contra a neoplasia localizada na area de drenagem do linfonodo

(COTTIER H et. al., 1973; POHRIS E et. al., 1987).
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Em um mesmo linfonodo pode haver mais de um padrdo de hiperplasia e um
mesmo paciente pode ter linfonodos com diferentes combinacbes de padrdes

reacionais.

3.4 Imunologia Tumoral

A ativacdo do sistema imune envolve a participacdo de diferentes tipos
celulares e mecanismos efetores. A perda do controle imunolégico pode gerar
diferentes tipos de doencas, entre elas as neoplasias malignas (ABBAS AK et. al.,
1996).

As células do sistema imune originam-se a partir de células-tronco
pluripotentes da medula 6ssea. Os precursores mieloides diferenciam-se em
monacitos, eritrécitos, granuldcitos entre outros. Nos 6érgdos linfoides primarios, os
precursores linfoides diferenciam-se em células NK (Natural Killer) e em linfocitos
B e T imaturos, que ap0s a maturacdo, colonizardo orgaos linfoides secundarios,
terciarios e quaternarios (VIOLA JPB et. al., 2004).

Os precursores dos linfécitos T originam-se na medula dssea e a sua maturacao
e diferenciacdo ocorrem no timo. Os linfocitos maduros diferenciam-se em dois tipos
celulares caracterizados pela expressao de moléculas CD4 (LT Helper) e CD8 (LT
citotoxico) na superficie celular (VIOLA JPB et. al., 2004).

A defesa do hospedeiro contra o tumor da-se pelas seguintes vias: infiltragdo de
células linfociticas e plasmaticas no estroma tumoral, que constituem uma barreira
contra o desenvolvimento do tumor; aumento do nimero de linfocitos periféricos e a
presenca de linfécitos T no sangue periférico e no estroma tumoral (STANKIEWICZ

C, 1994).
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A resposta imunoldgica ocorre em duas fases: a primeira linha de defesa é
rapida, pouco especifica e denominada imunidade inata. A segunda é de grande
especificidade, denominada imunidade adaptativa. Na primeira fase participam 0s
neutrofilos e macrofagos que realizam fagocitose e liberacdo de citocinas
inflamatdrias. As células NK também participam desta fase a partir da producéo de
interferon-y, assim como o sistema de complemento. O sistema imune adaptativo
estimula uma resposta imune mais especifica, através de sinais para a ativacdo de
linfocitos T e B especificos para determinados antigenos (VIOLA JPB et. al., 2004).

Os linfocitos T sO reconhecem antigenos apresentados pelas células
apresentadoras de antigenos (APC), sendo as células dendriticas e macréfagos as
mais eficientes neste processo. Estas células processam os antigenos e fragmentos
peptidicos que sdo colocados em estruturas denominadas complexo principal de
histocompatibilidade (MHC). Os linfécitos T maduros apresentam um receptor de
célula T (TCR). Para iniciar a resposta imune especifica este receptor deve ligar-se a
um MHC de classe | ou de classe Il dependendo da molécula de superficie do
linfocito T, se CD4 ou CD8. Este fendmeno estéa relacionado com muitas respostas
imunes, entre elas a resposta a formacdo de tumores (VIOLA JPB et. al., 2004).
Nesta fase podem ocorrer mecanismos de escape tumoral como a diminuicdo de
MHC de classe | e classe IlI, além da diminuicdo da expressdo de células
apresentadoras de antigenos (DRAKE CG & PARDOLL DM, 2002; SOGN JA,
1998)

Existem também varias moléculas acessorias que ajudam na resposta

imunologica ao tumor. S8 os sinais coestimulatorios, que sdo mediados pelas
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interacdes moleculares entre 0s receptores expressos nos linfécitos T e seus
respectivos ligantes nas APCs (VIOLA JPB et. al., 2004).

A resposta ao estimulo antigénico leva os linfocitos Th a se diferenciarem em
dois tipos: LTh1l que tem como principal caracteristica a secrecdo de interferon-y,
mediando principalmente a imunidade celular, e LTh2 que produzem IL-4, IL-5, IL-
10 e IL-13, mediando a resposta imune dependente de células B (humoral) (VIOLA
JPB et. al., 2004). A resposta imune que utiliza LTh2 permite maior atividade dos
mecanismos de escape tumoral, associados a pior prognostico (KOBAYASHI M et.
al., 1998; SHEU BC et. al., 2001).

Durante a transformacdo tumoral de uma célula normal, ela passa a expressar
proteinas em niveis anormais e também novas proteinas. Isto faz com que células
tumorais apresentem na sua superficie antigenos alterados em relacdo as células
normais (Antigenos Associados ao Tumor — TAA) ou antigenos especificos de
tumores (TSA) (VIOLA JPB et. al., 2004).

Alguns dos principais antigenos capazes de gerar uma resposta imunolégica
eficiente séo produtos proteicos de oncogenes ou genes supressores de tumor. Essas
proteinas seguem o caminho normal de processamento e apresentacdo de peptideos
na membrana celular através de moléculas de MHC de classe 1. Linfécitos CD8+
reconhecem esses antigenos na superficie das células tumorais e desenvolvem uma
resposta citotoxica. Os MHC de classe Il apresentam peptideos através da fagocitose
de células tumorais podendo também ativar linfocitos CD4+ especificos. Estas
células séo responsaveis pela producéo de citocinas que fazem com que aumente a
eficiéncia da fagocitose de células tumorais e a ampliacdo de clones de linfocitos B e

T CD8+ (VIOLA JPB et. al., 2004).
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FERLITO e POLIDORO, em 1979, descreveram que 0 aumento sérico dos
linfocitos T, alem do aumento de linfécitos T no estroma tumoral e nos linfonodos,
sdo manifestacdes de aumento da imunidade celular (FERLITO A & POLIDORO F,
1979). A imunidade humoral é mostrada pelo aumento do numero de centros
germinativos (FERLITO A et. al., 1979; OKURA M et. al., 2005).

Os linfonodos tém como funcdo ndo apenas a barreira anatdbmica na
disseminacédo tumoral, mas também a funcéo de barreira imunoldgica (SANTIN AD,

2000).

3.5 Mecanismos das Metéstases Linfonodais

Metéastases sao a presenca de células tumorais em outros tecidos do organismo
que ndo sejam o do sitio primario do tumor, e para isso € necessaria a circulacdo de
células tumorais por vasos linfaticos ou sanguineos. Para que uma célula tumoral seja
capaz de desenvolver uma metastase, ela deve sobreviver a uma série de interacdes
com 0s mecanismos homeostaticos do hospedeiro. Devido a estes mecanismos a
presenca de metastases € rara dentro da grande frequéncia de tumores malignos
(ARAP MA, et. al., 2004).

A metéstase tumoral para linfonodos regionais representa o primeiro passo na
disseminacdo do carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco (FRANCHI A et. al.,
2004).

O comprometimento linfonodal tem um papel importante no diagnostico,
estadiamento e tratamento, além de ser um dos principais fatores de pior progndéstico

dos pacientes com tumores epiteliais como o da laringe (BALCH CM, et. al., 2001,
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FOSTER Jr RS, 1996; FRANCHI A, et. al., 2004; SWARTZ MA & SKOBE M,
2001).

Apesar da importancia das metastases linfaticas na oncologia, 0 seu mecanismo
de ocorréncia detalhado é bastante recente (NATHANSON SD, 2003), e ainda néo se
conhece 0 mecanismo de entrada de células malignas no sistema linfatico
(FRANCHI A et. al., 2004).

A transformacdo metastatica de uma célula tumoral representa uma série
extremamente complexa de eventos que incluem a disseminacdo e a invasdo de
tecidos vizinhos ao tumor primario, a penetracdo de vasos linfaticos e a fixacao das
células tumorais nos linfonodos regionais (JI RC, 2006).

A aquisicdo das caracteristicas fenotipicas de invasdo resulta da ativacdo de
genes promotores e da inativacao de genes supressores da invasdo tecidual (ARAP
MA, et. al., 2004).

O processo de formacdo de metastases € agrupado em fases. No inicio a célula
tumoral precisa se multiplicar, e para isso utiliza nutrientes normalmente absorvidos
por difusdo. Por este método, € possivel obter oxigénio até aproximadamente 150
micrémetros de extensdo, isto €, capacidade de suprir um tumor de até 1 ou 2 mm de
didametro. A partir dai, a angiogénese é necessaria para a sobrevivéncia do tumor
(ARAP MA et. al., 2004).

Uma vez que o tumor se desenvolveu, ocorre a proliferacdo de vasos linfaticos
a partir de vasos do hospedeiro o que é denominado linfangiogénese (FISHER B &
FISHER ER, 1966; JELTSCH M et. al.,, 1997; MINSKY BD et. al., 1989;
ZEIDMAN J et. al., 1955), tendo este mecanismo um papel ativo na disseminagéo de

varios tumores malignos, entre eles o carcinoma epidermoide da cabeca e pescogo
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(BEASLEY NJ et. al., 2002; CARMELIET P & JAIN RK, 2000). Estudos recentes
relataram a descoberta de marcadores de células linfaticas endoteliais, que, através da
producdo de citocinas estimulam a linfangiogénese e a entrada de células tumorais no
capilar linfatico (CLARIS R et. al., 2001; PLATE KH, 2001; SWARTZ MA &
SKOBE M, 2001). A principal familia de citocinas relacionadas com a
linfangiogénese sdo os fatores de crescimento de endotélio vascular (VEGF-C,
VEGF-D e VEGF-E), que se ligam aos seus receptores (VEGFR) (FRANCHI A et.
al., 2004; NATHANSON SD, 2003).

Os linfaticos intratumorais ndo séo identificados em todos os tumores, mas sim
na maioria daqueles com origem epitelial (JAIN RK, 1989).

A extensdo da linfangiogénese no tumor e na area peritumoral relaciona-se
diretamente com a presenca de metastases linfaticas e com a evolucdo dos pacientes
(FRANCHI A et. al., 2004). Existem marcadores imuno-histoquimicos de vasos
linfaticos como o D2-10, anticorpo LYVE-1, receptor do Fator de Crescimento de
Epitélio Vascular-3 e podoplamina, que possibilitam a afericdo da concentracdo de
vasos linfaticos peritumorais, e seu aumento estaria relacionado com o aumento da
incidéncia de metéastases linfaticas (FRANCHI A et. al., 2004).

Com o desenvolvimento da doenca, a célula tumoral invade a matriz
extracelular onde a pressdo do fluido intersticial € menor, sendo esta diferenca de
pressdo um dos fatores favoraveis para o transporte celular pelos linfaticos
peritumorais. Outros fatores importantes para esse movimento séo a secrecdo de
enzimas proteoliticas, a expressao de receptores de adesdo e as citocinas (LIOTTA

LA & KOHN E, 2001; NATHANSON SD, 2003).
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O proximo passo para o desenvolvimento da metastase € o desprendimento das
células do tumor primério. Para isso ocorrer, é necessaria uma regulacdo negativa de
moléculas de coesdo e adesinas como as E-caderinas (LI LC et. al., 2001; RIBEIRO-
FILHO et. al., 2002) e da capacidade de motilidade celular, esta Gltima determinada
por alteracbes no citoesqueleto e por resposta a fatores como tromboplastinas
(CHUNG AS et. al., 2003) e de automotilidade (NATHANSON SD, 2003).

Com o crescimento tumoral, ocorre um aumento da pressdao do fluido
intersticial do tumor, do fluxo em direcdo ao linfonodo, aumentando a incidéncia de
metastase em pacientes com o tumor maior (JAIN RK, 1989; JAIN RK, et. al.,
2002). Filamentos de ancoragem mantém os capilares linfaticos abertos sempre que a
pressdo do fluido intersticial aumenta. Em seguida, o didmetro destes linfaticos e os
espacos nas paredes destes vasos também aumentam (SCHMID-SCHONBEIN GW,
1990).

Uma vez que as células neoplasicas migram e caem na circulacdo do
hospedeiro, a grande maioria padece em decorréncia de varios fatores como a sua
deformidade, seu poder de agregacdo e moléculas de adesdo expressas em sua
superficie. Além dos fatores como macroéfagos, plaquetas e natural killers, a prépria
turbuléncia do sangue dificulta a sobrevivéncia das células neoplasicas na circulacdo.
As células que sobrevivem devem aderir a receptores presentes nos pericitos ou nas
células do endotélio ou em moléculas da membrana basal do 6rgdo-alvo, como as
proteoglicanas e o colageno tipo IV (CHUNG AS et. al., 2003; CRAWFORD HC &
MATRICIAN LM, 1994).

Para que ocorra a penetracdo no 6rgao alvo existem enzimas envolvidas como

as metaloproteinases, produzidos por células neoplasicas e por células do tecido
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conectivo. Apés a adesdo e o extravazamento celular, deve ocorrer a proliferacdo
celular para o crescimento da metastase, que sofre influéncia autdcrina, endocrina e
paracrina de fatores de crescimento. Uma vez que a metastase alcanca o limite da
difusdo de oxigénio, deve-se iniciar a angiogénese da mesma forma que no tumor
primario (ARAP MA et. al., 2004).

Assim que a célula maligna entra no seio subcapsular no linfonodo pelo
linfatico, ela ird invadir o cortex do linfonodo sentinela, ou trocar de nodulo via
conexdes linfatico-venosas (FISHER B & FISHER ER, 1966); a seguir, podera
alcancar diretamente os linfaticos eferentes e passar para o proximo nivel de
drenagem linfonodal (WEISS L, 1986).

O envolvimento linfatico de um tumor depende da via de drenagem do 6rgao
primario. As células malignas podem passar de vasos sanguineos para linfaticos e
vice-versa, devido a existéncia de uma comunicagdo veno-linfatica no linfonodos e
em outros tecidos, o que possibilita uma disseminacdo hematogénica ou linfatica dos
tumores, mesmo em estagios mais iniciais da doenca (CADY B, 1984).

O fator que determina onde as células neoplasicas circulantes irdo
preferencialmente se fixar ainda ndo é conhecido (ARAP W et. al., 2002a; ARAP W

et. al., 2002b)

3.6 Fatores Progndsticos do Cancer da Laringe

Os fatores prognosticos do cancer de laringe sdo agrupados em fatores
epidemiolégicos como a idade e o sexo; fatores clinicos como o tamanho do tumor, a
presenca de metastases cervicais, estagio clinico da doenca e a localizagdo anatémica

do tumor; fatores histopatolégicos como a diferenciagdo tumoral, volume tumoral,
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presenca de invasdo perineural e vascular, infiltrado inflamatorio, espessura tumoral
e fatores moleculares como a ploidia do DNA (DIAS FL et. al., 2000; DANIC D et.
al., 2000; FAGAN JJ et. al., 1998; GALLO O et. al., 1991; GEELEN CP et. al.,
1995; HERMANS R et. al., 1999; IDASIAK A et. al., 2008; RAZACK MS et. al.,
1989; SESSIONS DG et. al., 2002; SPECTOR GJ et. al., 2004; TAMURA'Y et. al.,
2007; YILMAZT et. al., 1998; YUEN A et. al., 1984).

O TNM (AJCC, 2002) avalia em conjunto os principais fatores progndsticos
para determinar o estdgio da doenca, porém ocasionalmente falha na predicdo da
evolucdo dos pacientes (KORKMAZ et. al., 1999).

Trabalhos relatam o tamanho do tumor (T) e a presenca de metastases cervicais
(N) como os principais fatores progndsticos no cancer da laringe, sendo a presenca
de metastase cervical o0 mais importante (REID AP et. al., 1991; SHAH JP, 1990;
SHAH JP et. al., 1993). Apenas a presenca de comprometimento linfonodal ja resulta
num pior prognostico da doenca, que se agrava ainda mais quando o linfonodo
apresenta extravazamento capsular (PERA E et. al., 1986; PURI SK et. al., 2003;
SHAH JP et. al., 1993) ou ocorre o comprometimento linfonodal dos niveis de
drenagem cervicais mais baixos como o nivel IV (JONES AS, et. al.,, 1994,
MAMELLE G et. al., 1994).

MAMELLE et. al. analisaram 914 pacientes com CEC de cabeca e pesco¢o. A
sobrevida global em 5 anos nos pacientes com extravazamento capsular dos
linfonodos foi de 37,3%, e no grupo de pacientes sem extravazamento capsular foi de
46,9%, sendo esta diferenga com significancia estatistica (p=0,001). Neste mesmo
grupo de pacientes, aqueles que apresentavam trés ou mais linfonodos

comprometidos apresentaram um pior prognéstico comparados aqueles com menos
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de trés linfonodos acometidos pela neoplasia. Neste estudo, o comprometimento
linfonodal fora do linfonodo sentinela resultou numa sobrevida de 17,5% em 5 anos,
e de 44,9% no grupo de pacientes com comprometimento linfonodal restrito ao
linfonodo sentinela (p < 0,001) (MAMELLE G et. al., 1994).

A incidéncia de metastase linfonodal em cancer de laringe varia de 24% a 49%
(PERA E et. al, 1986), sendo mais frequente nos tumores supragléticos e
transgléticos, locais mais acometidos pela doenca (DIAS FL et. al., 2000). Em
aproximadamente 18% dos casos, a metastase cervical é oculta, isto €, apenas
diagnosticada no estudo anatomopatoldgico do produto de um esvaziamento cervical
até entdo profilatico (GAVILAN C & GAVILAN J, 1989; PERA E et. al., 1986;
RESNICK JM et. al., 1995).

A realizacdo da tragueostomia prévia ao tratamento normalmente esta
relacionada a presenca de um tumor maior e obstrutivo. Estes casos estdo
relacionados com pior resposta ao tratamento com radioterapia e quimioterapico
(FARIAS TP et. al., 2007), maior indice de recidiva peritragueostbmica e menor
sobrevida (MANNI JJ et. al., 1992; PRADIER R et. al., 1993). Outros relatos ndo
relacionaram a realizacdo da traqueostomia prévia com piora do prognéstico do
paciente (MARTIN VC et. al., 2000; PERA E et. al., 1986)

As invasdes perineural e vascular normalmente estdo relacionadas com um
tumor de comportamento mais agressivo. J& o grau de diferenciagdo tumoral
aparentemente ndo tem relagdo com a sobrevida (GOLDSMITH MM &
PILLSBURY HC, 1991).

A utilizacdo da biologia molecular para identificar fatores prognosticos tem trés

principais objetivos: a busca de informagdes sobre a curabilidade dos pacientes; a
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selecdo de pacientes que seriam responsivos a tratamentos ndo cirurgicos como a
radioterapia e a quimioterapia, com intencdo de preservacdo de Orgdo, e a
compreensdo da tumorogénese, podendo resultar em acGes mais especificas e
efetivas no tratamento da doenca neoplasica da laringe (SINARD RJ et. al., 1996).

O valor progndstico da reatividade linfonodal é controverso. A provavel razao
para isso € a variedade dos padrdes de resposta em cada paciente, assim como em
cada linfonodo (COCHRAN AJ et. al.,, 1987). No intuito de diminuir o viés
dependente do observador na classificacdo da reatividade linfonodal, alguns
trabalhos utilizaram a digitalizacdo da imagem de cada corte de linfonodo,
analisando atraves de programas de computador qual regido do linfonodo predomina

(OKURA M et. al., 2005).

3.7 Reatividade Linfonodal

O aumento de linfonodos em pacientes portadores de neoplasia maligna nem
sempre € secundario ao comprometimento neoplasico desta estrutura, mas sim a
hiperplasia linfonodal. Os linfonodos hiperplasicos sdo frequentemente encontrados
durante os esvaziamentos cervicais, com significado clinico ainda ndo elucidado
(AMAR A et. al., 2001).

A linfadenite reativa em pacientes com tumor maligno consiste numa
proliferacdo de tecido linfatico e numa resposta imunoldgica ativa do hospedeiro ao
tumor maligno (STANKIEWICZ C et. al.,, 1994). E importante salientar que o
esvaziamento cervical eletivo ndo é um tratamento in6cuo ao paciente. Além das
sequelas funcionais como a paresia do nervo espinhal nos casos de esvaziamento do

nivel 1lb (KOYBASIOGLU A et. al., 2006), a remoc¢é&o dos linfonodos na auséncia
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das metastases pode resultar na perda da competéncia imunoldgica como as células
natural killers ou predispor a uma migracdo anémala de células neoplasicas em casos
de segundo tumor primario (GALLO O et. al., 1995).

O exame fisico ndo € um método diagnostico que possui alta sensibilidade para
0 diagndstico das metastases linfaticas, principalmente em nddulos pequenos,
apresentando uma taxa de 70% de achados falso-negativos (FEINMESSER R et. al.,
1992).

Os tumores da cabeca e pescoco muitas vezes sdo sitios de processos
infecciosos, resultando numa hiperplasia linfoide reacional. Essa hiperplasia pode ser
interpretada clinicamente como comprometimento neoplasico, com um indice de
falso-positivo proximo de 25% (FEINMESSER R et. al., 1992), no entanto, o
significado clinico desta hiperplasia ainda ndo esta definido (AMAR A et. al., 2001).

Devido a esta limitacdo do exame fisico no diagnostico das metéstases
cervicais, ha um aumento do uso de exames radiolégicos para este objetivo como a
ultrassonografia, tomografia computadorizada e a ressonancia magnética
(FEINMESSER R et. al., 1992).

O estudo da reatividade destes linfonodos ndo comprometidos por metastases
linfonodais tenta aferir de maneira indireta a resposta imunologica do hospedeiro a
presenca do tumor, relacionando a reatividade linfonodal com o progndstico da
doenca (FERNANDEZ-NOGUERAS FJ et. al., 1992; RING AH et. al., 1985;
STARSKA K et. al., 2003).

A primeira descricdo da reatividade linfonodal foi realizada por HALSTED e
data de 1898, com o relato de linfadenite reativa em cancer de mama

(apudSTANKIEWICZ C et. al., 1994). BLACK e SPEER, em 1953, observaram a
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presenca de histiocitose no baco de ratos que apresentavam regressao espontanea dos
tumores (BLACK MM et. al., 1953), e também encontraram relacdo entre a
histiocitose em linfonodos provenientes de esvaziamentos axilares e melhor
prognostico de pacientes com cancer de mama, independente do tamanho do tumor
primario, da presenca de metastase axilar e da idade da paciente (BLACK MM &
SPEER FD, 1960).

Os mesmos achados em céancer de laringe foram descritos por MALICKA em
1970 (MALICKA K, 1970). Dois anos mais tarde, BENNETT et. al. descreveram
que o melhor progndstico ocorreu em pacientes com hiperplasia folicular, e a
histiocitose sinusal ndo esteve relacionada com melhor evolucdo da doenca
neoplasica da laringe (BENNETT SH et. al., 1971).

Em 1973, TSAKRAKLIDES et. al. descreveram uma classificacdo conforme o
padrdo de reatividade linfonodal em pacientes com cancer de Utero e mama, sendo
esta classificacdo utilizada como padrdo, mesmo quando estudado outros tipos de
tumores. Os linfonodos eram considerados estimulados quando havia um predominio
da area de concentracdo de linfocitos T (hiperplasia paracortical) ou da area com
formacdo de centros germinativos (hiperplasia folicular). Eram considerados
linfonodos ndo estimulados, aqueles em que a histiocitose sinusal prevalecia sobre as
outras regides, linfonodos sem predominio de nenhuma regido, sendo considerados
normais ou linfonodos com linfdcitos depletados, fibrose ou depdsitos hialinos.
Neste estudo, TSAKRAKLIDES et. al. descreveram uma sobrevida em 5 anos de
87% para 0s pacientes com hiperplasia paracortical, 69% para aqueles com
hiperplasia folicular e apenas 25% de sobrevida para os pacientes com deplegéo

(TSAKRAKLIDES V et. al., 1973).
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Apesar de varias tentativas para correlacionar as alteracdes morfologicas dos
linfonodos e a evolucdo clinica dos pacientes com cancer, 0 assunto € controverso
(BERLINGER NT et. al., 1976).

Ja esté estabelecido que o hospedeiro de um tumor néo € passivo no processo de
inducdo, transformacao e progressdo da neoplasia maligna (BERLINGER NT et. al.,
1976).

A proposta de um sistema de padronizacdo da relacdo da morfologia do
linfonodo e a funcdo imunoldgica foi primeiramente descrita por COTTIER et. al.
em 1973. Na época, a intencdo era que esta relacdo pudesse auxiliar o tratamento de
pacientes, principalmente aqueles com doenca neoplasica ou infecciosa (COTTIER
H et. al., 1973).

BERLINGER et. al. em 1976 relacionaram os achados histopatologicos dos
linfonodos em 84 casos de cancer de cabeca e pescogo e descreveram gue a analise
da atividade imunoldgica através da morfologia dos linfonodos aparece como valor
preditivo de sobrevida dos pacientes (BERLINGER NT et. al., 1976).

KORKMAZ et. al. estudaram o produto de linfadenectomias de 46 pacientes
tratados por cancer de laringe conforme a classificacdo de TSAKRAKLIDES. Nos
pacientes sem metastase cervical no estudo anatomopatolégico (pNO) a sobrevida
global foi de 94% nos pacientes com linfonodos estimulados, contra 68% em
pacientes com linfonodos ndo estimulados, sendo esta diferenca sem significado
estatistico. Ao contrario do que ocorreu nos pacientes com metastase cervical (pN+),
onde 100% dos pacientes estavam vivos ap0s 2 anos no grupo com linfonodos

estimulados e nenhum paciente estava vivo no término deste periodo no grupo com
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linfonodos nédo estimulados (V), podendo estes resultados auxiliarem na indicacao de
tratamento adjuvante (KORKMAZ H et. al., 1999).

O uso da reatividade linfonodal como fator prognostico esbarra na dificuldade
de categorizar adequadamente diferentes pacientes com reatividade heterogénea, de
ser um método mais subjetivo que objetivo (POHRIS E et. al., 1987), além de
poucos trabalhos descreverem grupos homogéneos de estudo (PATT BS et. al.,

1993).

3.8 Micrometastases no cancer de laringe

A abordagem do pescoco NO em diferentes tumores do trato aerodigestivo
superior € bastante discutida, devendo a linfadenectomia ser realizada quando o risco
de doenca metastatica linfonodal for maior que 20% no nivel de drenagem linfatica
(ROSS GL et. al., 2004). Nos casos de tumores da laringe sem metéstase
diagnosticada clinicamente (NO) as chances de metéstases linfaticas sdo de 14%,
52%, 55%, 24% e 7% nos niveis I, I1, 111, IV e V respectivamente (SHAH JP, 1990).

O diagndstico da metastase linfonodal nem sempre é possivel através do exame
clinico. Este método apresenta uma incidéncia de falsos-negativos entre 20% e 30%
(MACHANT FE et. al., 1993). A sensibilidade também néo é ideal nos casos de
utilizacdo de exames de imagem como ultrassonografia, tomografia computadorizada
ou ressonancia nuclear magnética, pois pode haver a presencga de doenca metastatica
em linfonodos muito pequenos ou com auséncia de necrose central (FEINMESSER
R et. al.,, 1992).

Devido a inexisténcia de um método pré-operatério ideal para o diagnéstico de

metastase cervical, ha uma grande proporcdo de casos em que a abordagem eletiva
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do pescoco passa a ser terapéutica apds a conclusdo do estudo anatomopatologico. A
sensibilidade do estudo histolégico com hematoxilina-eosina é de 81%, corrigindo o
estadiamento NO em até 44% dos casos tratados com esvaziamento cervical seletivo
(ROSS GL et. al., 2004).

A Unido Internacional Contra o Cancer (UICC) néo define o nUmero de cortes a
que cada linfonodo deve ser submetido durante a analise histopatoldgica para
determinar a classificacdo pTNM (TNM, 2004). Na maioria dos casos, é realizado
um Unico corte no maior diametro de cada linfonodo, o que corresponde a
aproximadamente 12000 de um linfonodo de 1 cm (BRENNAN JA et. al, 1995).
Consequentemente, como uma grande parte do tecido nodal ndo é examinado, a falha
na deteccdo de micrometastases no estudo anatomopatolégico rotineiro €
relativamente comum (FERLITO A et. al., 2001).

Metéastases podem ser consideradas ocultas ou subclinicas, isto €, pequenas
demais para serem diagnosticadas por métodos clinicos ou radioldgicos, porém
passiveis de deteccdo na microscopia 6ptica (FERLITO A et. al, 2008a).

Existe outra subdivisdo das metastases ocultas, que sdo as micrometastases.
VAN DEN BREKEL et. al., em 2 publicacdes, definiram micrometastases como
implante de célula tumoral menor ou igual a 3 mm no linfonodo (VAN DEN
BREKEL et. al., 1992; VAN DEN BREKEL et. al., 1996).

Para DEVANEY et. al., micrometastases sao depdsitos maiores que 0,2 mm e
menores que 2,0 mm de diametro (DEVANEY KO et. al., 2007). Ja STOECKLI et.
al. consideraram micrometastase como qualquer metéastase oculta no exame

convencional da hematoxilina-eosina (STOECKLI SJ et. al., 2002)
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As metéstases que ndo sdo diagnosticadas pelo estudo anatomopatologico de
rotina podem ser evidenciadas quando realizados cortes seriados no estudo com
hematoxilina-eosina, através de métodos imuno-histoquimicos ou métodos
moleculares (VAN DEN BREKEL et. al., 1996).

O emprego de métodos imuno-histoquimicos no diagndstico de metastases
linfaticas visa a reducdo de casos sub-estagiados devido a limitacdo dos métodos
diagnosticos utilizados rotineiramente.

O uso da imuno-histoquimica no estudo das proteinas do citoesqueleto é
utilizado no diagndstico de micrometastases. O citoesqueleto é constituido por
microfilamentos (actinas), microtibulos e filamentos intermediarios (CHU PG &
WEISS LM, 2002).

As citoqueratinas formam uma familia de proteinas de filamentos
intermediarios do citoesqueleto, e sdo tipicos de células epiteliais. Sdo marcadores
epiteliais, utilizados através de métodos imuno-histoquimicos no diagndéstico de
neoplasias indiferenciadas e constituem-se de 20 tipos diferentes. Um coquetel de
anticorpos formados pelos clones AE1 e AE3 engloba a maioria dos tipos de
queratinas. O clone AEL € relacionado com as queratinas tipo | (CK 10, CK 15, CK
16 e CK 19), ja o clone AE3 reconhece as queratinas do tipo 1l (CK 1, CK 2, CK 3,
CK 4,CK 5, CK 6 e CK 8). Os clones AE1 e AE3 sdo utilizadas mais amplamente
na demonstragdo da natureza epitelial de tumores morfologicamente indiferenciados.
Praticamente todos os carcinomas sdo positivos para AE1 e AE3 no estudo imuno-
histoquimico com excecdo dos tumores do cortex adrenal e do carcinoma

hepatocelular (CHU PG & WEISS LM, 2002).
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A utilizacdo de métodos moleculares permite o diagndstico das
micrometastases em até 20% dos casos pNO (BRENNAN JA et. al., 1995;
CORTESINA G et. al., 2000; HAMAKAWA H et. al., 1999; NIEUWENHUIS EJ et.
al., 2003)

O que dificulta o emprego de métodos moleculares em carcinoma epidermoide
de cabeca e pescoco é a dificuldade de identificacdo de um alvo especifico para este
tipo de tumor, como ocorre em melanoma com a tirosinase € a Melan A, e o
antigeno prostatico especifico (PSA) no cancer de prostata (FEINMESSER R et. al.,
1992; ROEPMAN P et. al., 2005; SAKA SM & MACDONALD DG, 1989; XU Y
et. al., 2007).

A verdadeira incidéncia de micrometastases em carcinomas epidermoide do
trato aerodigestivo superior ainda nao € possivel definir devido a auséncia de um
exame rotineiro capaz de fazer este diagnostico. Elas ocorrem numa freqiiéncia entre
5% e 58% dos casos, com uma média de 19,6% (BARRERA JE et. al., 2003,
BECKER MT et. al., 2004; CONNOLLY JL, 2006; DEVANEY KO et. al., 2007;
FERLITO A et. al., 2001; HERMANEK P, 1999a; HERMANEK P et. al., 1999b;
KOCATURK S et. al., 2003; RHEE D et. al., 2002; RINALDO A et. al., 2004, TNM,
2002; VOGL T & BISDAS S, 2007;). AMBROSCH et. al. relataram uma incidéncia
de 7,9% de micrometastases diagnosticadas pelo estudo de citoqueratinas em 1020
linfonodos examinados (AMBROSCH P et. al., 1995). Incidéncia pouco menor foi
descrita por ENEPEKIDES et. al. e BARRERA et. al. com 5% de micrometastase em
419 linfonodos (ENEPEKIDES DJ et. al., 1999) e 3,85% em 288 linfonodos

respectivamente (BARRERA JE et. al., 2003).
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A importancia prognéstica das micrometastases em carcinomas do trato
aerodigestivo superior ndo é bem definida. As micrometastases ndo tratadas tém
tendéncia de se proliferar gradualmente e se transformar em macrometastases
(FERLITO A et. al., 2008a). Das recidivas cervicais, 10% ocorrem em pacientes
pNO (BECKER MT et. al., 2004). WOOLGAR, em 1999, descrevendo a pesquisa de
micrometastase em carcinoma epidermoide de boca e orofaringe, evidenciou um
prognostico semelhante entre os pacientes com micrometastase e linfonodos
comprometidos (pN+) (WOOLGAR JA, 1999). YAMAZAKI et. al., estudando
cancer de boca, descreveram que micrometastases multiplas e nos niveis de
drenagem cervical mais baixos estdo associados ao pior prognostico, sendo isto um
indicativo de radioterapia adjuvante (YAMAZAKI Y et. al., 2005). Em outros sitios
mostram uma menor sobrevida livre de doenca em pacientes com micrometastases
linfaticas de canceres de pulmdo, célon, reto, es6fago e mama (CLARE SE et. al.,
1997; KOMUKAI S et. al., 2000; MARUYAMA R et. al.,1997; SASAKI M et. al.,

1997).

3.9 Inclusdes Epiteliais Benignas

Inclusdes de estruturas de epitélio glandular benigno associado a linfonodos
sdo infrequentemente relatadas em varios sitios do organismo. Estas inclusdes
epiteliais quando ocorrem nos linfonodos cervicais sdo originadas de glandulas
salivares ou foliculos tireoideanos (RESETKOVA E et.al., 2003).

Glandula salivar ectdpica é o achado de tecido salivar em sitio diferente das

glandulas salivares maiores ou menores (DANIEL E & MCGUIRT F, 2005).
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Distinguir estas inclusbes epiteliais de carcinoma metastatico tem extrema
importancia para melhorar o estadiamento e evitar tratamento desnecessario
(BROWN RB et. al., 1953).

A etiologia para esse desenvolvimento glandular ectopico ndo é definida.
WILLIS em 1968 descreveu trés principais hipoteses para este achado heterotdpico:
desenvolvimento ou persisténcia anormal de tecido glandular ectdpico,
deslocamento de tecido rudimentar durante o desenvolvimento embriologico e
diferenciacdo anormal de tecido local (heteroplasia) (FERLITO A et. al., 1999). As
inclusbes epiteliais benignas sdo entidades raras e a maioria das descricdes na
literatura resume-se a relatos de casos (DANIEL E & MCGUIRT F, 2005).

Na ajuda da diferenciacao entre micrometastases e inclusdes epiteliais benignas
pode-se utilizar trés tipos de citoqueratinas. A CK 5/6 que reconhece células basais,
parte das camadas estratificadas da epiderme e mesotélio e ndo reconhece epitélios
simples ou tumores originarios deles. A CK 7 € restrita ao grupo dos
adenocarcinomas de origem em epitélio glandular. Assim, carcinomas de origem em
epitélio estratificado sdo positivos para CK 5/6 e negativos para CK 7 (BECKER
MT et. al., 2004, CHU PG & WEISS LM, 2002). A especificidade da CK 5/6 chega

a 96% para o diagnostico de carcinoma epidermoide (KAUFMANN O et. al., 2001).



4.0 Casuistica e métodos

4.1 Casuistica
4.1.1 Critérios de incluséo

Para a formacdo do grupo de doentes deste estudo, foram selecionados 105
pacientes matriculados e tratados na Secdo de Cirurgia de Cabeca e Pescoco do
Instituto Nacional de Cancer — INCA com o diagndstico de carcinoma epidermoide
de laringe com estagio 11l ou IV. A pesquisa foi baseada no Banco de Dados SHI-
INCA, com informacdes colhidas entre os anos de 2002 e 2005. Foram selecionados
todos os pacientes deste periodo submetidos a laringectomia total com esvaziamento
cervical seletivo dos niveis I, 1Il e IV bilateralmente, associados ou ndo a
radioterapia, sendo estes estagiados pela AJCC de 2002 como pT3 ou pT4, pNO, MO.
A indicacdo da radioterapia foi baseada sempre no tumor primario, sendo esta
realizada na maioria dos tumores pT4 e nos casos de pT3 com grande volume
tumoral, avaliado subjetivamente pelo Cirurgido de Cabeca e Pescogo assistente do
paciente. O tempo médio de seguimento foi de 46 meses, variando de 3 a 84 meses
de acompanhamento. Nenhum paciente apresentava relato de tratamento prévio de

doenca neoplasica.

4.1.2 Critérios de exclusao
Foram excluidos do trabalhos os pacientes que durante o mesmo periodo de
selecdo dos casos, foram submetidos ao mesmo tipo de tratamento, porém

apresentando metastases linfonodais no estudo anatomopatolégico convencional.
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4.1.3 Dados epidemioldgicos

Através da pesquisa aos prontudrios foram colhidos os seguintes dados
epidemioldgicos: sexo (masculino ou feminino); idade (em anos), sendo os pacientes
separados em 2 grupos, se idade maior que 50 anos e menor ou igual a 50 anos; etnia

(branca, negra, mulata); e fatores de risco (tabagismo e etilismo).

4.1.4 Dados clinicos

Foi anotado o tipo de sintoma no momento do diagndstico, o tempo, em meses,
de duracdo desde o primeiro sintoma e o diagnéstico da doenca e a presenca de
traqueostomia prévia ao tratamento definitivo.

Os pacientes tiveram seus tumores estadiados clinicamente utilizando o exame
fisico da laringe e das cadeias de drenagem linfonodal cervical e a
videolaringoscopia, sendo classificado conforme a 62 edicdo do TNM do ano de
2002.

A tomografia computadorizada da laringe ndo foi utilizada para o estadiamento
pré-operatorio em todos os pacientes. Por isso, foram utilizados para estadiamento da
doenca o exame fisico e a videolaringoscopia realizados no dia da primeira consulta
no Instituto Nacional de Cancer.

Quando o paciente foi submetido a radioterapia adjuvante ao tratamento

cirargico, foi anotada a dose de radiacdo em Gy.

4.1.5 Dados histopatoldgicos
Através da pesquisa aos laudos anatomopatoldgicos dos produtos das

laringectomias, os tumores foram divididos conforme o subsitio que acometiam a
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laringe (glotico, supraglotico ou transglotico), sendo anotadas as medidas
longitudinais e transversais do tumor aferidas no estudo macroscépico da peca
cirlrgica e calculada a superficie tumoral em mm?, além da presenca de invasdo
cartilaginosa, invasdo perineural, invasdo vascular, acometimento de estruturas
adjacentes e o infiltrado inflamatdrio adjacente ao tumor.

Foram analisadas também as margens de ressec¢do do tumor (livres, exiguas ou
comprometidas) e o grau de diferenciacdo tumoral (bem diferenciado,
moderadamente diferenciado ou pouco diferenciado).

No estadiamento anatomopatologico, foi utilizado como referéncia a 62 edicéo

no TNM.

4.1.6 Seguimento

Através da consulta ao prontuario médico dos pacientes foi anotada a data do
tratamento cirdrgico, a data da ultima consulta de controle e a condicdo do doente em
relacdo ao seu seguimento: vivo sem doenca, 6bito secundario a doenca, obito por
outro motivo, sendo nos casos de recidiva anotada a data da ocorréncia, sendo

calculado o tempo de acompanhamento em meses.

4.2 Métodos

Estudo retrospectivo de coorte.

4.2.1 Analise histopatologica
Apos a coleta destes dados supracitados, foram separadas todas as laminas e
blocos de parafina onde estavam fixados os produtos dos esvaziamentos cervicais do

grupo de pacientes selecionados, onde ja havia sido realizado um corte em cada
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linfonodo com uma espessura de 0,2 micra. Todos os linfonodos ressecados e
dissecados foram examinados pelo mesmo Médico Patologista (Dr. Paulo Antonio
Silvestre de Faria) e pelo Pesquisador, e classificados conforme a regido linfonodal
de maior predominio. Esta classificacdo foi baseada no trabalho de
TSAKRAKLIDES (TSAKRAKLIDES V et. al., 1973), que dividiu os padrdes em 4
classes: hiperplasia folicular, hiperplasia paracortical, histiocitose sinusal e linfonodo
normal.

Hiperplasia é o aumento da celularidade e da area ocupada por um
compartimento ativado no linfonodo. A histologia normal do linfonodo foi o
parametro para a identificacdo de qual compartimento destaca-se frente aos demais.

Em cada paciente, o linfonodo era analisado a microscopia Optica com lente de
menor aumento (40 vezes). Neste momento era realizada uma varredura de uma
maior area do linfonodo, sendo possivel a identificacdo da regido que predominava
ou a proporcionalidade das regides caracterizando um linfonodo normal (Figura 1).
O maior aumento (400 vezes) na microscopia Optica era utilizado na confirmacéo do

padrdo de hiperplasia.
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Figura 1 - Imagem de um linfonodo normal a microscopia Optica, mostrando uma
proporcionalidade entre as regides dos linfonodos (Aumento de 40 vezes).

O padrdo de hiperplasia predominante de cada linfonodo era anotado, e ao final
da andlise de todos os linfonodos de cada caso era identificado o padrdo mais
frequente, o segundo mais frequente e o padrdo de hiperplasia no maior linfonodo
dissecado.

Na analise microscopica de cada linfonodo, primeiramente eram avaliadas as
regibes cortical e medular. Na regido cortical identificava-se o cortex externo,
situado logo abaixo do seio subcapsular, onde era possivel identificar os foliculos
linfoides, ricos em linfocitos B. O foliculo linfoide primario é o foliculo néo
estimulado, onde se identifica um agregado denso e homogéneo de linfocitos

pequenos (Figura 2).
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Figura 2 — Foto a microscopia Optica da regido do cortex linfonodal, mostrando um
foliculo primério (Aumento de 100 vezes).

No foliculo secundario, uma resposta a um estimulo antigénico forma um
centro germinativo dentro do foliculo primario. O centro germinativo é caracterizado
por um agregado celular heterogéneo, contendo linfécitos grandes e pequenos, além
de macrofagos (Figura 3). Nesta regido, também observam-se figuras de mitose por
ser esta uma area de intensa atividade de proliferacdo celular (Figura 4). Quando no
linfonodo ocorria predominio desta regido, este era caracterizado como hiperplasia

folicular (Figura 5).
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Figura 3 — Foto mostrando a regido cortical do linfonodo com foliculo
secundario & microscopia 6ptica (Aumento de 100 vezes).

—

Figura 4 — Foliculo secundario mostrando figuras de mitose a microscopia optica
(Aumento 400 vezes).




48

\

Figura 5 A e B — Imagem a microscopia 6ptica de linfonodo estimulado com
predominio da regido cortical, mostrando foliculos estimulados (Aumento de 100
vezes).

No centro do linfonodo, apds o cértex externo identifica-se o cdrtex profundo
ou regido paracortical. Esta regido é constituida predominantemente por linfocitos T
CD4+. E um compartimento de dificil delimitacio, podendo estender-se por entre os
foliculos linfoides até o seio subcapsular, sendo utilizada a visualiza¢do das vénulas

pos-capilares do linfonodo para caracterizacdo desta regido linfonodal (Figura 6).
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Quando esta regido do linfonodo predominava sobre as outras era denominada
hiperplasia paracortical (Figura 7).

Figura 6 — Foto mostrando uma das caracteristicas da regido paracortical, as vénulas
pos-capilares de endotélio alto a microscopia Optica (Aumento de 400 vezes).

Figura 7 — Foto de linfonodo com predominio da regido paracortical a microscopia
Optica (Aumento 40 vezes).
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Na porcdo mais central do linfonodo localiza-se a regido medular, onde se
identificam os corddes medulares que sd@o intercalados pelos seios medulares, ricos
em histiocitos e macrofagos, podendo conter também eosindéfilos, plasmécitos,
hemaceas e neutréfilos. E nesse compartimento que os antigenos presentes na linfa
sdo filtrados e apresentados aos linfocitos corticais. Quando se identifica uma
dilatacdo dos seios medulares, esta regido pode se estender para além da regido
medular, caracterizando a histiocitose sinusal (Figura 8).

Figura 8 — Foto de linfonodo a microscopia éptica com predominio da regido do seio

linfonodal, com histiocitose ocupando até a regido do cértex linfonodal (Aumento de
40 vezes).

Em 60% dos casos, houve concordancia entre as analises dos dois
observadores. Os 40% que apresentaram discordancia entre o Pesquisador e 0
Médico Patologista foram discutidos em conjunto até um consenso da regido de

predominio nos linfonodos.
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Apbs a definicdo do padréo de reatividade linfonodal, os 105 pacientes foram
agrupados conforme a resposta imune (celular ou humoral) apresentada em cada caso
e conforme a presenca ou ndo de estimulo imunoldgico. Esta divisao foi realizada da
seguinte maneira: 0s casos onde havia predominio de hiperplasia folicular ou
paracortical foram considerados linfonodos estimulados, e o0s casos onde o
predominio era da histiocitose sinusal foram considerados como nao estimulados; os
casos com predominio de hiperplasia folicular foram considerados como portadores
de imunidade humoral estimulada, e nos casos em que a hiperplasia paracortical era
mais frequente havia estimulo da imunidade celular; em casos nos quais
predominava a histiocitose sinusal, levava-se em consideracdo o segundo padrdo de
hiperplasia mais frequente, pois a histiocitose sinusal ndo estd relacionada com
nenhum tipo especifico de resposta imunologica.

O padrdo de hiperplasia linfonodal, o tipo de imunidade estimulada e a presenca
ou auséncia de estimulo imunoldgico foram relacionados com a sobrevida livre de

doenca e a sobrevida global no grupo de pacientes estudados.

4.2.2 Analise imuno-histoquimica

Apbs realizacdo da andlise do padrdo de reatividade linfonodal, novos cortes
nos blocos de parafina foram realizados para a pesquisa de citoqueratinas utilizando
imuno-histogquimica.

Foram confeccionados cortes com espessura de 3 micras e fixados em laminas
com cola junto com o controle positivo. Estes cortes foram fixados em estufa a uma
temperatura de 60° C por um periodo de duas horas. Posteriormente foram

desparafinizados utilizando dois banhos de xilol aquecido por vinte minutos e dois
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banhos de xilol a temperatura ambiente por outros vinte minutos. A seguir, realizava-
se a desidratacdo das laminas utilizando trés banhos de alcool etilico de duracdo de
trés minutos para posterior hidratacdo com agua corrente por 5 minutos.

Para a recuperacdo antigénica foi utilizado o método do Steamer, e como
tampdo, o citrato.

Apds a ciclagem com caneta hidrofébica Dako®, os cortes foram lavados com
tampdo de lavagem TRIS Buffer Solution (TBS) durante cinco minutos, trés vezes.

Depois de secar o TBS para o blogueio da peroxidase enddgena foi utilizada
uma Unica vez por vinte minutos, uma solucdo concentrada de peroxido de
hidrogénio com 5 ml de peridrol® a 30% e 45 ml de TBS. Em seguida, foi realizada
lavagem com agua destilada seguida de trés banhos de TBS com duracdo de cinco
minutos cada.

No bloqueio das ligacdes inespecificas, ap6s secar o TBS, foi utilizado leite
desnatado a 10% na temperatura ambiente por um periodo de trinta minutos.

Retirado o excesso do bloqueio de leite, foi utilizado como anticorpo primario a
citogueratina, clone AE1/AE3 (Dako®, Carpinteria, CA, EUA) na diluicdo de 1/1200
e pingado 200 microlitros em cada lamina. As laminas foram colocadas em
refrigeracdo na temperatura de 4 graus Celcius por 12 horas.

Escorrido o excesso do anticorpo primario, as laminas foram novamente
lavadas com agua destilada e submetidas a outros trés banhos com TBS de cinco
minutos de duracdo. Retirado o TBS excedente foi pingado o polimero e deixado por
um periodo de 30 minutos.

Posteriormente, foi pingada a solucdo formada por 2 ml de tamp&o por uma

gota de cromdgeno e deixado agir por trés minutos, sendo paralisada a reacdo com
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agua corrente e contracorando com hematoxilina por vinte segundos, sendo
posteriormente desidratado com quatro banhos de alcool etilico e clarificado com
quatro banhos de xilol, estando prontas para a leitura da imuno-histoquimica.

Dos 105 pacientes (3.648 linfonodos), em 17 casos a pesquisa das
citogueratinas AE1/AE3 foram positivas (Figura 9).
Figura 9 — Foto do linfonodo a microscopia Optica positivo para citoqueratina

AE1/AE3 no estudo imuno-histoquimico. A &rea marrom corresponde ao
conglomerado de células epiteliais dentro do linfonodo.

' 7 ‘(’."rf“f«%'ﬂ-m& ‘W.%g:) »

Devido a duvidas e a dificuldade de diferenciacdo se esta positividade
correspondia a micrometastase ou a inclusdes epiteliais benignas como glandula
salivar (Figura 10), foi realizada, em cada caso, uma nova analise imuno-
histoquimica com os marcadores CK 5/6 (Clone D5/16 B4, Carpinteria, CA, EUA) e
CK7 (Clone OV/TL 12/30, Carpinteria, CA, EUA), procurando a marcagdo de
epitélio estratificado e epitélio glandular respectivamente (CHU PG & WIESS LM,

2002).
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Figura 10 — Foto de epitélio de ducto de glandula salivar positivo para citoqueratina
AE1/AE3 no estudo imuno-histoquimico.

Para a técnica de coloracdo imuno-histoquimica para estes marcadores foi
utilizada a mesma metodologia ja descrita, com a diluicdo de 1/400 paraa CK 7 e de

1/100 para o CK 5/6.

4.3 Anélise estatistica

Todos os dados coletados durante o estudo foram inseridos no programa Excel
8.0, colocado num microcomputador Toshiba ®. A partir deste programa foi
realizada a importacdo dos dados para o programa estatistico Epi Info verséo 3.4.3 de
novembro de 2007 para subsequente analise.

As variaveis categorizadas analisadas foram o sexo (masculino e feminino),
etnia (branca, mulata e negra), habitos de vida (tabagista e/ou etilista e abstémios),
presenca de traqueostomia prévia, tamanho do tumor, tratamento realizado, margens
cirurgicas, localizacdo do tumor primério, grau de diferenciacdo histoldgico,

presenca de infiltrado inflamatorio, invasdo de estruturas adjacentes, invasdo de
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cartilagem, invasdo vascular, invasdo perineural, padrdo de reatividade linfonodal
(hiperplasia folicular, hiperplasia parafolicular, histiocitose sinusal), imunidade
estimulada (humoral, celular), presenca de estimulo linfonodal.

As variaveis continuas foram categorizadas da seguinte maneira: Idade (< 50
anos e > 50 anos), superficie tumoral (> 900 mm? e < 900 mm?), nimero de
linfonodos ressecados (< 33 linfonodos e > 33 linfonodos).

Os grupos formados foram relacionados com a recidiva e mortalidade através
do teste exato de FISHER e qui-quadrado de PEARSON na andlise univariada. Para
a anélise multivariada foi utilizado o risco proporcional de COX.

Para a analise das curvas de sobrevida livre de doenca e sobrevida global foi

utilizado o método de KAPLAN-MEIER.

4.4 Caracterizacdo Final da Casuistica
Foram avaliados 105 pacientes, sendo 91 homens e 14 mulheres, com uma
média de idade de 62,2 anos (38 — 86 anos) e uma mediana de 62 anos. Setenta

pacientes (66,7%) foram estadiados como pT4 e 35 pacientes (33,3%) como pT3.

Durante o tempo de seguimento dos pacientes, 25 (23,8%) apresentaram
recidiva da doenca, sendo em 13 (12,4%) casos a recidiva a distancia, seguido da
recidiva local (6 casos — 5,7%), recidiva regional (4 casos — 3,8%), recidiva local e a
distdncia em 1 caso (0,9%) e recidiva local e regional em outro caso (0,9%). A

sobrevida livre de doenca em 5 anos foi de 73%.

Trinta e um pacientes (29,5%) evoluiram para ébito, alcancando uma sobrevida

global em 5 anos de 68,5%.
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4.5 Avaliacdo da Comisséo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa

A Comisséo de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Cancer - CEP/INCA
aprovou o protocolo de pesquisa sob o nimero 077/07. Posteriormente a Comissao
de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa — CAPPesq da Diretoria Clinica do
Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo

também o fez, com o registro de pesquisa n° 2858, projeto CAPPesq n° 0784/08.



5.0 Resultados

O sexo dos pacientes ndo apresentou importancia prognostica neste grupo de
pacientes, sem relacdo tanto com a recidiva, quanto com a mortalidade (Tabela 1).
Quando separados os pacientes em dois grupos relacionados com a idade, o grupo de
pacientes mais jovens que 51 anos, ndo apresentou diferenca na recidiva e
mortalidade, comparado ao grupo de pacientes com 51 anos ou mais (Tabela 2).

Tabela 1 — Relacdo entre sexo, recidiva e mortalidade nos 105 pacientes com CEC de
laringe, tratados no Instituto Nacional de Cancer — INCA, entre 2002 e 2005.

Recidiva Obito
Sexo Nao Sim TOTAL N&o Sim TOTAL
Feminino 12 2 14 11 3 14
Masculino 68 23 91 63 28 91
Valor de p 0,29 0,35

Tabela 2 — Relacdo entre a idade, recidiva e mortalidade nos 105 pacientes com CEC
de laringe, tratados no Instituto Nacional de Cancer — INCA, entre 2002 e 2005.

Recidiva Obito
Idade N&o Sim TOTAL N&o Sim TOTAL
<50 anos 12 3 15 11 4 15
> 50 anos 68 22 90 63 27 90
Valor de p 0,49 0,52

Analisando as etnias deste grupo de pacientes, 64 (61,0%) eram pacientes de
brancos, 24 (22,8%) mulatos e 17 (16,2%) negros. Quando agrupados os pacientes
em 2 segmentos, um formado pelos de etnia branca e outro formado pelos negros e

mulatos, este Gltimo apresentou uma tendéncia a maior recidiva (Tabela 3).
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Tabela 3 — Relacdo entre etnia, recidiva e mortalidade, nos 105 pacientes com CEC
de laringe, tratados no Instituto Nacional de Cancer — INCA entre 2002 e 2005.

Recidiva Obito
Etnia Ndo Sim TOTAL N&o Sim TOTAL
Brancos 53 11 64 49 15 64
Mulatos/Negros 27 14 41 25 16 41
Valor de p 0,079 0,13

O tempo médio de sintoma até a procura por tratamento especializado foi de
12,41 meses com variacdo entre 1 e 84 meses. O sintoma mais frequente foi a
disfonia (99 casos — 94,2%), seguido de tosse (51 casos — 48,6%), dor (42 casos —
40%), disfagia (39 casos — 37,1%), emagrecimento (17 casos — 16,2%), dispnéia (16
casos — 15,2%), sangramento (12 casos — 11,4%), odinofagia (11 casos — 10,5%),
otalgia (6 casos — 5,7%) e aumento de volume cervical (4 casos — 3,8%).

Nenhum paciente apresentava historia pregressa de outro tipo de neoplasia, no
entanto, 30 deles (28,6%) tinham historia de comorbidades como acidente vascular
cerebral, hipertensdo arterial sistémica, diabetes mellitus, glaucoma, infarto agudo do
miocardio, arritmias cardiacas e infeccdo pelo virus HIV. Apenas 13 pacientes
(12,4%) tinham familiares acometidos por cancer. Quando analisada a média de
idade do grupo de pacientes com ou sem historia familiar de doenca neoplésica a
diferenca foi minima (Tabela 4), sem mostrar tendéncia de acometimento pela

doenca em pacientes mais jovens se historia familiar presente.
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Tabela 4 — NUmero de pacientes com e sem histdria familiar de cancer e média de
idade, nos 105 pacientes com CEC de laringe, tratados no Instituto Nacional de
Cancer — INCA entre 2002 e 2005.

Histéria Familar para Cancer NuUmero de casos Media de Idade
Presente 13 (12,4%) 62,9 anos
Ausente 92 (87,6%) 62,1 anos

A maioria dos pacientes deste grupo de estudo tinha como habito o tabagismo
associado ao etilismo (67 casos — 63,8%). Vinte e seis pacientes (24,8%) eram
apenas tabagistas, apenas dois (1,9%) tinham o etilismo como habito isolado, e 10
pacientes (9,5%) ndo fumavam ou ingeriam bebidas alcodlicas. Dos dez pacientes
que ndo eram expostos a nenhum fator de risco, nenhum deles apresentava idade de
50 anos ou menos, tendo este grupo uma idade média de 66,3 anos, comparado a
média de 61,8 anos dos pacientes que eram expostos a pelo menos um fator de risco.
O tabagismo ou o etilismo ndo apresentaram relacdo com recidiva ou com
mortalidade (Tabela 5).

Tabela 5 — Relagdo entre exposi¢cdo ao tabagismo ou etilismo com a recidiva e

mortalidade, nos 105 pacientes com CEC de laringe, tratados no Instituto Nacional
de Céancer — INCA entre 2002 e 2005.

Recidiva Obito
Tabagismo e /ou Etilismo Nao Sim Nao Sim
Néo 9 1 9 1
Sim 71 24 65 30
Valor de p 0,25 0,14

No estadiamento clinico a maioria dos pacientes apresentava um tumor T3. Dez
casos tiveram aumento dos linfonodos diagnosticados ao exame clinico, nao
confirmados como metastases no estudo anatomopatologico, e nenhum paciente

apresentava doenca a distancia no momento do diagnostico, este dado sendo
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investigado com radiografia de torax para avaliacdo de campos pulmonares, principal

local de doenca metastatica da laringe (Figura 11,12 e 13).

Figura 11 - Estadiamento clinico do tamanho do tumor dos pacientes conforme a
AJCC - 2002, nos 105 pacientes com CEC de laringe, tratados no Instituto Nacional
de Céncer — INCA entre 2002 e 2005.
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Figura 12 - Estadiamento clinico dos linfonodos dos pacientes conforme a AJCC—
2002, nos 105 pacientes com CEC de laringe, tratados no Instituto Nacional de
Cancer — INCA entre 2002 e 2005.

nimero de casos

oNO

ON2a



61

Figura 13 - Estadiamento clinico dos pacientes conforme a AJCC — 2002, nos 105
pacientes com CEC de laringe, tratados no Instituto Nacional de Cancer — INCA
entre 2002 e 2005.
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Sessenta e sete pacientes (63,8%) foram submetidos a traqueostomia antes do
tratamento definitivo e este dado ndo apresentou importancia prognostica (Tabela 6).
Tabela 6 — Relacdo entre a presenca e traqueostomia prévia ao tratamento, recidiva e

mortalidade nos 105 pacientes com CEC de laringe, tratados no Instituto Nacional de
Cancer — INCA, entre 2002 e 2005.

Recidiva Obito
Traqueostomia prévia  N&o Sim TOTAL Nao Sim TOTAL
Néo 30 8 38 29 9 38
Sim 50 17 67 45 22 67
Valor de p 0,79 0,44

Quando analisadas apenas as recidivas locais, a presenca de tragueostomia
antes do tratamento cirdrgico também ndo apresentou relacdo prognostica (Tabela 7).
Tabela 7 — Relacdo entre a presenca de traqueostomia prévia ao tratamento e recidiva

local, nos 105 pacientes com CEC de laringe, tratados no Instituto Nacional de
Cancer — INCA entre 2002 e 2005.

Recidiva Local

Traqueostomia preévia N&ao Sim TOTAL
Nao 36 2 38
Sim 61 6 67

Valor de p 0,39
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Todos os pacientes foram submetidos a laringectomia total com esvaziamento
cervical seletivo dos niveis Il, 1l e IV bilateralmente. Em 69 casos (65,7%) foi
associado ao tratamento cirurgico a radioterapia, devido ao estagio pT4 em 59 casos
e pelo volume tumoral em 10 casos estagiados como pT3, sendo que o estagio da
doenca e o tratamento realizado ndo apresentaram significancia estatistica quando
relacionados com a recidiva ou com a mortalidade. A dose média de radioterapia foi
de 49,7 Gy, com uma dose minima de 45 Gy e maxima de 65 Gy (Figura 14, Tabela
8).

Figura 14 - Relacdo entre o tamanho do tumor e o tratamento realizado nos 105

pacientes com CEC de laringe, tratados no Instituto Nacional de Cancer — INCA,
entre 2002 e 2005.
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Tabela 8 — Relacdo entre tamanho do tumor, tratamento realizado com a incidéncia
de recidiva e 6bito nos 105 pacientes com CEC de laringe, tratados no Instituto
Nacional de Cancer — INCA, entre 2002 e 2005.

Recidiva Obito
pT / Tratamento Nao Sim TOTAL N& Sim TOTAL
pT3/ Cirurgia 22 3 25 22 3 25
pT3/ Cirurgia + Radioterapia 6 4 10 6 4 10
pT4/ Cirurgia 7 4 11 7 4 11
pT4 / Cirurgia + Radioterapia 45 14 59 39 20 59

Valor de p 0,59 0,11
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Dos 105 casos submetidos a laringectomia com esvaziamento cervical seletivo
dos niveis II, Il e IV bilateralmente, 99 (94,3%) obtiveram margens livres na
resseccdo, cinco casos (4,8%) apresentaram margens comprometidas e um caso
(0,9%) margens exiguas. A presenca de margem comprometida ou exigua néo
resultou em maior recidiva ou mortalidade neste grupo de pacientes (Tabela 9).

Tabela 9 — Relacao entre margens cirurgicas, recidiva e obito nos 105 pacientes com
CEC de laringe, tratados no Instituto Nacional de Cancer — INCA, entre 2002 e 2005.

Recidiva Obito
Margens Nao Sim TOTAL Nao Sim TOTAL
Livres 76 23 99 70 29 99
Comprometidas 4 1 5 4 1 5
Exiguas 0 1 1 0 1 1
Valor de p 0,54 0,80

A maior parte dos tumores tinha a localizacdo transgldtica. No entanto o
subsitio da laringe acometido pelo tumor ndo apresentou relacdo com significancia
estatistica com a recidiva ou com a mortalidade (Tabela 10).

Tabela 10 — Relacdo entre o subsitio do tumor, recidiva e mortalidade nos 105

pacientes com CEC de laringe, tratados no Instituto Nacional de Cancer — INCA,
entre 2002 e 2005.

Recidiva Obito
Localizacédo do tumor Ndo Sim TOTAL N&o Sim TOTAL
Supraglético 11 7 18 11 7 18
Glético 13 2 15 13 2 15
Transglotico 56 16 72 50 22 72
Valor de p 0,38 0,96

Na analise anatomopatologica 70 pacientes (66,7%) foram estagiados como

pT4 e 35 pacientes (33,3%) como pT3. Todos os pacientes foram estagiados como
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pNO, pois este era um dos critérios para inclusdo dos pacientes neste grupo de estudo,
sendo o estagio da doenca determinado diretamente pelo tamanho do tumor.

Na andlise estatistica o tamanho do tumor no estudo anatomopatologico (pT),
ndo apresentou relagdo com a recidiva ou com a mortalidade (Tabela 11).
Tabela 11 — Relagcdo do tamanho do tumor (pT), recidiva e mortalidade nos 105

pacientes com CEC de laringe, tratados no Instituto Nacional de Cancer — INCA,
entre 2002 e 2005.

Recidiva Obito
Estagio pT Nao Sim TOTAL Ndo  Sim TOTAL
pT3 28 7 35 28 7 35
pT4 52 18 70 46 24 70
Valor de p 0,68 0,19

Quando analisado apenas os casos de recidiva locorregional, o tamanho do
tumor (pT) apresentou relagdo com significado estatistico, mas sem relagdo com a
recidiva a distancia (Tabela 12).

Tabela 12 — Relacdo do tamanho do tumor (pT) com a recidiva locoregional e

recidiva a distancia nos 105 pacientes com CEC de laringe, tratados no Instituto
Nacional de Cancer — INCA, entre 2002 e 2005.

Recidiva locorregional Recidiva a distancia
EstagiopT  Nao Sim TOTAL Néo Sim TOTAL
pT3 34 1 35 29 6 35
pT4 59 11 70 62 8 70
Valor de p 0,044 0,61

Analisando a superficie tumoral, os pacientes com tumor com area menor que

900 mm?, apresentaram tendéncia menor & mortalidade (p = 0,09) (Tabela 13).
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Tabela 13 — Relacdo da superficie tumoral com a recidiva e mortalidade nos 105
pacientes com CEC de laringe, tratados no Instituto Nacional de Cancer — INCA,
entre 2002 e 2005.

Recidiva Obito
Superficie tumoral  N&o Sim  TOTAL Nao Sim TOTAL
> 900 mm?® 38 15 53 33 20 53
<900 mm’ 42 10 52 41 11 52
Valor de p 0,38 0,09

Apesar de todos os pacientes serem estagiados como pNO, foi analisado o
namero de linfonodos ressecados durante tratamento do pescoco. Houve evidéncia de
maiores indices de recidiva e mortalidade no grupo de pacientes com menos de 33

linfonodos ressecados (Tabela 14).

Tabela 14 — Relagdo entre nimero de linfonodos ressecados, recidiva e mortalidade
nos 105 pacientes com CEC de laringe, tratados no Instituto Nacional de Céancer —
INCA, entre 2002 e 2005.

Recidiva Obito

Numero de linfonodos Nio Sim TOTAL Nio Sim TOTAL

ressecados
< 33 linfonodos 34 18 52 30 22 52
> 33 linfonodos 46 7 53 44 9 53
Valor de p 0,018 0,008

O grau de diferenciacdo histolégica dos casos de carcinoma epidermoide de
laringe ndo apresentou relagdo com a recidiva da doenga e a incidéncia de obito. A

maioria dos casos apresentava tumores moderadamente diferenciados (Tabela 15).
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Tabela 15 — Relacdo entre o grau de diferenciacdo, recidiva e oObito, nos 105
pacientes com CEC de laringe, tratados no Instituto Nacional de Cancer — INCA,
entre 2002 e 2005.

Recidiva Obito
) Grau _de - Nao Sim Total Nao Sim Total
diferenciacao
Bem diferenciado 3 0 3 3 0 3
Moderadamente 44 24 97 67 30 97
diferenciado
Pouco
diferenciado 4 1 5 4 1 5
Valor de p 0,67 0,76

Em 58 casos (55,2%) o tumor apresentava extravazamento do compartimento
laringeo. A invasdo de cartilagem esteve presente em 57 casos (54,3%), invasdes
vascular e perineural em 13 casos (12,4%) e infiltrado inflamatdrio em 37 casos
(35,2%). A invasao de cartilagem apresentou relacdo com significancia estatistica
com a mortalidade (p = 0,04). A invaséo de estruturas adjacentes pelo tumor primario
também esteve relacionada com significancia estatistica a mortalidade (p = 0,05)

(Tabela 16).
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Tabela 16 — Relacdo entre infiltrado inflamatorio tumoral, invasdo de estruturas
adjacentes, invasdo da cartilagem, invaséo vascular e perineural com a recidiva e
mortalidade nos 105 pacientes com CEC de laringe, tratados no Instituto Nacional de
Cancer — INCA, entre 2002 e 2005.

Recidiva Obito
VARIAVEL N&o Sim TOTAL \gae';r Ndo Sim TOTAL \gae";r
Infiltrado
inflamatorio
Nao 49 19 68 45 23 68
. 0,26 0,27
Sim 31 6 37 29 8 37
Invasédo
estruturas
adjacentes
Néao 38 9 47 38 9 47
. 0,43 0,05
Sim 42 16 58 36 22 58
Invasao
cartilagem
Néao 40 8 48 39 9 48
i 0,17 0,04
Sim 40 17 57 35 22 57
Invasao
vascular
Nao 70 22 92 65 27 92
. 0,62 0,57
Sim 10 3 13 o} 4 13
Invasao
perineural
Nao 70 22 92 65 27 92
. 0,62 0,57
Sim 10 3 13 9 4 13

Durante 0 acompanhamento dos pacientes, 25 (23,8%) apresentaram recidiva
da doenca, sendo em seis casos a recidiva local, quatro casos regional e em treze
casos a recidiva ocorreu a distancia. Em um caso ocorreu recidiva local e regional e

em outro recidiva a distancia e local (Figura 15, 16 e 17).
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Figura 15 - Grafico mostrando o local da recidiva dos pacientes nos 105 pacientes
com CEC de laringe tratados no Instituto Nacional de Cancer — INCA entre 2002 e

2005.
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Figura 16 - Subsitios das recidivas locais nos 105 pacientes com CEC de laringe
tratados no Instituto Nacional de Cancer — INCA entre 2002 e 2005.
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Figura 17 — Sitios das recidivas a distancia nos 105 pacientes com CEC de laringe
tratados no Instituto Nacional de Cancer — INCA, entre 2002 e 2005.
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A sobrevida média livre de doencga foi 45,1 meses e a sobrevida livre de doenca
em 5 anos foi de 73% (Figura 18).

Figura 18 - Curva de sobrevida livre de doenca nos 105 pacientes com CEC de
laringe tratados no Instituto Nacional de Cancer — INCA entre 2002 e 2005.
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Trés pacientes (2,8%) apresentaram segundo tumor primario, sendo em um
caso o tumor localizado no es6fago, um caso na orofaringe e outro caso no estdbmago.
Trinta e um pacientes (29,5%) evoluiram para 6bito, sendo que nos 25 casos de
recidiva, o obito ocorreu devido a doenca neoplasica da laringe. Em outros dois casos
0 Obito ocorreu devido a segundo tumor primario, um caso por complicacdes de
hemorragia digestiva alta secundaria a varizes esofagicas e em trés casos nao foi

possivel definir a causa do 6bito pelos dados presentes no prontudrio médico dos
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pacientes. A sobrevida global média foi de 46 meses e a sobrevida global em 5 anos
de 68,5% (Figura 19).

Figura 19 - Curva de sobrevida global, nos 105 pacientes com CEC de laringe
tratados no Instituto Nacional de Cancer — INCA entre 2002 e 2005.
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Quando analisada a reatividade linfonodal observou-se que o padrdo de
reatividade nos linfonodos cervicais mais frequente foi a histiocitose sinusal, seguida

da hiperplasia paracortical e da hiperplasia folicular (Figura 20).
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Figura 20 - Padrdo de reatividade linfonodal cervical nos 105 pacientes com CEC de
laringe tratados no Instituto Nacional de Cancer — INCA entre 2002 e 2005.
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O padréo de reatividade do linfonodo cervical foi relacionado com a recidiva da
doenca e mortalidade. Quando analisados os trés tipos de padrdo de reatividade
separadamente, ndo houve nenhuma relacdo prognostica desta variavel com
significancia estatistica. (Tabela 17).

Tabela 17 — Relacéo entre o padrdo de reatividade linfonodal, recidiva e mortalidade,

nos 105 pacientes com CEC de laringe tratados no Instituto Nacional de Cancer —
INCA entre 2002 e 2005.

Recidiva Obito
Padréo de Reatividade Nao Sim TOTAL N&do Sim TOTAL
Hiperplasia Folicular 15 5 20 12 8 20
Hiperplasia Parafolicular 27 8 35 26 9 35
Histiocitose Sinusal 38 12 50 36 14 50
Valor de p 0,98 0,49

Quando analisado o padrdo de reatividade conforme a imunidade estimulada, se
humoral ou celular, o Obito pela doenca foi mais frequente nos pacientes com a

resposta imune humoral estimulada, sendo esta relacdo com significancia estatistica
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(p = 0,05). Quando relacionado com a recidiva, o0 tipo de resposta imune néo
apresentou relacdo progndstica (Tabela 18).
Tabela 18 — Relacéo entre o tipo de imunidade estimulada, recidiva e mortalidade

nos 105 pacientes com CEC de laringe tratados no Instituto Nacional de Céncer —
INCA entre 2002 e 2005.

Recidiva Obito
Imunidade N0 Sim TOTAL  Nio sim  TOTAL
estimulada
Imunidade 31 13 44 26 18 44
humoral
Imunidade 49 12 61 48 13 61
celular
Valor de p 0,34 0,05

Quando analisadas as curvas de sobrevida livre de doenca em 5 anos conforme
a imunidade estimulada, nos casos onde a imunidade humoral (hiperplasia folicular)
apresentou-se estimulada foi evidenciada sobrevida de 67%, comparada a 77% do
grupo com a imunidade celular estimulada (hiperplasia parafolicular). Contudo, esta

diferenca nao apresentou significancia estatistica (Figura 21).
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Figura 21 - Curvas de sobrevida livre de doenca, conforme a imunidade estimulada,
nos 105 pacientes com CEC de laringe tratados no Instituto Nacional de Cancer —
INCA entre 2002 e 2005.
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Log rank = 0,26 / Wilcoxon = 0,28

Quando analisadas as curvas de sobrevida global em relacdo a esta mesma
variavel, o grupo que apresentava imunidade celular estimulada apresentou melhor
prognostico, com 76% dos pacientes vivos ap0s 5 anos de tratamento, comparado ao
grupo com imunidade humoral onde apenas 60% dos pacientes alcancaram 5 anos de

sobrevida, sendo esta diferenca estatisticamente significante (Figura 22).
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Figura 22 - Curvas de sobrevida global, conforme a imunidade estimulada nos 105
pacientes com CEC de laringe tratados no Instituto Nacional de Cancer — INCA entre

2002 e 2005.
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Quando divididos os pacientes em dois grupos conforme a prevaléncia de

linfonodos estimulados imunologicamente (predominio de hiperplasia folicular ou

parafolicular) e linfonodos ndo estimulados (predominio de histiocitose sinusal), e

comparados com a recidiva e mortalidade, ndo houve relagdo com significancia

estatistica (Tabela 19).
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Tabela 19 — Relacdo da presenca de estimulo imunoldgico nos linfonodos com a
recidiva e 6bito nos 105 pacientes com CEC de laringe tratados no Instituto Nacional
de Cancer — INCA entre 2002 e 2005.

Recidiva Obito
e'fs'trl‘;‘]’:loa‘;%z Néo Sim TOTAL  Néo sim  TOTAL
Néo 38 12 50 36 14 50
Sim 42 13 55 38 17 55

Valor de p 0,85 0,91

A comparacdo do padrdo de reatividade linfonodal com o tipo de recidiva, se
local, regional ou a distancia, ndo apresentou relacdo com significancia estatistica
(Tabela 20).

O padrdo de reatividade linfonodal do maior linfonodo ressecado néo
apresentou relacdo com a recidiva da doenca e a mortalidade deste grupo de
pacientes (Tabela 21).

Tabela 20 — Relacdo entre o padréo de reatividade linfonodal com o tipo de recidiva

da doenca nos 105 pacientes com CEC de laringe tratados no Instituto Nacional de
Céancer — INCA entre 2002 e 2005.

Padrao de reatividade linfonodal

Recidi Hiperplasia Hiperplasia Histiocitose Valor
ecidiva . . .
folicular parafolicular sinusal dep
Local
Néao 18 32 47 0,53
Sim 2 3 3
Regional
Néo 20 34 46 0,12
Sim 0 1 4
Distancia
Nao 17 30 44 0,70

Sim 3 5 6
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Tabela 21 — Relacéo entre o padrdo de reatividade do maior linfonodo ressecado com
a recidiva e mortalidade, nos 105 pacientes com CEC de laringe, tratados no Instituto
Nacional de Cancer — INCA entre 2002 e 2005.

Recidiva Obito

Padrédo de Reatividade do

Maior Linfonodo Nao Sim TOTAL Nado Sim TOTAL

Hiperplasia Folicular 27 6 33 25 8 33
Hiperplasia Parafolicular 25 7 32 23 9 32
Histiocitose Sinusal 14 8 22 12 10 22
Normal 14 4 18 14 4 18

Valor de p 0,34 0,51

O padrédo de reatividade linfonodal ndo apresentou relacdo com significancia
estatistica com a sobrevida global dos pacientes, tendo o grupo com hiperplasia
folicular 60,5 % de sobrevida global em 5 anos, comparado a 73% do grupo de
pacientes com hiperplasia paracortical e 70,5% nos pacientes com histiocitose sinusal

(Figura 23).
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Figura 23 — Curva de sobrevida global conforme o padrdo de reatividade linfonodal,
nos 105 pacientes com CEC de laringe tratados no Instituto Nacional de Céncer —

INCA entre 2002 e 2005.
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N&do houve diferenca significativa estatisticamente entre a sobrevida livre de

doenca entre 0s grupos de pacientes conforme o padrdo da reatividade linfonodal.

Apesar da auséncia de significancia estatistica, o grupo com hiperplasia folicular

apresentou menor sobrevida livre de doenca, com 68,5% dos pacientes sem recidiva

em 5 anos, comparado a 75% e 74% de sobrevida livre de doengca em 5 anos dos

pacientes com hiperplasia paracortical e histiocitose sinusal respectivamente (Figura

24).
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Figura 24 — Curva de sobrevida livre de doenca conforme o padrdo de reatividade
linfonodal, nos 105 pacientes com CEC de laringe, tratados no Instituto Nacional de
Cancer — INCA entre 2002 e 2005.
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A presenca de células epiteliais nos linfonodos foi inicialmente pesquisada

através de estudo imuno-histoquimico utilizando as citoqueratinas AE1/AE3. A

positividade para este marcador ocorreu em 17 pacientes (16,2%). A positividade

para este marcador esteve relacionada com significancia estatistica com o subsitio do

tumor primario. Nenhum caso de AE1/AE3 positivos foi descrito no grupo de

paciente com tumores gloticos. Esta analise ndo demonstrou relacéo significante com

0 nimero de linfonodos ressecados, volume tumoral, o tamanho do tumor, o grau de

diferenciacdo tumoral e a presenca de traqueostomia prévia (Tabela 22).
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Tabela 22 - Relacdo entre a pesquisa de AE1/AE3 com o, volume tumoral, subsitio
do tumor primério, tamanho do tumor, grau de diferencia¢do, nimero de linfonodos
ressecados e traqueostomia previa nos 105 pacientes com CEC de laringe tratados no
Instituto Nacional de Cancer — INCA entre 2002 e 2005.

AE1/AE3
. " Valor
Negativo Positivo de p
Volume tumoral
> 900 mm® 44 9 0,96
<900 mm® 44 8
Subsitio tumor primario
Transglético ou Supraglético 73 17 0,05
Glético 15 0
pT
pT3 30 5 0,92
pT4 58 12
Grau de diferenciacao
I 3 0
I 82 15 0,10
11 3 2
n° de linfonodos ressecados
< 33 linfonodos 40 12 0,10
> 33 linfonodos 48 5
Traqueostomia prévia
Nao 34 4 0,18
Sim 54 13

Quando analisados separadamente cada padrdo de reatividade linfonodal e
relacionados com a pesquisa das citoqueratinas AE1/AE3 ndo houve significancia.
No entanto, quando relacionados conforme a imunidade estimulada na maioria dos
linfonodos de cada paciente houve uma tendéncia a pesquisa com citogueratinas
AE1/AE3 ser positiva quando o paciente apresentava imunidade humoral estimulada

(p = 0,06) (Tabela 23).
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Tabela 23 - Relacdo entre o padrdo de reatividade linfonodal e o padrdo de
imunidade estimulada com a pesquisa com AE1/AE3, nos 105 pacientes com CEC
de laringe, tratados no Instituto Nacional de Cancer — INCA entre 2002 e 2005.

AE1/AE3
Negativo Positivo P
B Hiperplasia folicular 16 4
P_adrao d.e Hiperplasia parafolicular 30 5 0,81
Hiperplasia
Histiocitose celular 42 8
Imunidade Celular 55 6 0,06
Estimulada Humoral 33 11

Ao relacionar a pesquisa de citoqueratinas AE1/AE3 nos linfonodos dos
pacientes com a recidiva e mortalidade, notou-se relagdo com significancia estatistica
com a recidiva, recidiva regional e locorregional e com a mortalidade (Tabela 24).
Tabela 24 - Relacdo entre recidiva e mortalidade e a pesquisa de AE1/AE3, nos 105

pacientes com CEC de laringe, tratados no Instituto Nacional de Cancer — INCA
entre 2002 e 2005.

AE1/AE3 Valor de
Negativo Positivo p

Recidiva da doenca
N&o 71 17 0,03
Sim 9 8

Recidiva Local
N&o 83 5 0,11
Sim 14 3
Recidiva Regional
N&o 86 2 0,02
Sim 14 3
Recidiva Locorregional

Nao 81 7 0,03
Sim 12 5

Recidiva a Distancia
Nao 77 11
Sim 14 3 0.4

Obito

Nao 66 22 0,04

Sim 8 9
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Ap0s dividirmos os pacientes em dois grupos, um com AE1/AE3 positivos (17
- 16,2% pacientes) e outro com AE1/AE3 negativos (88 — 83,8% pacientes) e
relacionarmos 0s casos que apresentaram recidivas e que foram tratados com
radioterapia, esta se mostrou com uma tendéncia a ser um fator protetor de recidiva
regional nos casos positivos na pesquisa das citoqueratinas (Tabela 25).
Tabela 25 - Relacdo entre a recidiva e tratamento adjuvante com radioterapia nos

pacientes com pesquisa de AE1/AE3 positiva e negativa, nos 105 pacientes com
CEC de laringe, tratados no Instituto Nacional de Cancer — INCA entre 2002 e 2005.

Pacientes sem micrometastases Pacientes com micrometastases
(88 — 83,8%0) (17 — 16,2%0)
Radioterapia Radioterapia
Néao Sim p Nao Sim P
Recidiva Recidiva
Regional 32 54 o061 | regona 1 13 006
Nao 1 1 Nao 5 1
Sim Sim
Recidiva Recidiva
LocoreNglonaI 31 50 047 Locore~g|onal 1 11 019
Nao 5 5 Nao 5 3
Sim Sim
Recidiva da Recidiva da
Doenca 28 43 031 | Doenca 1 8 045
Nao Nao
) 5 12 ) 2 6
Sim Sim

Na anélise multivariada, ambas as varidveis com significancia estatistica
relacionadas com a recidiva mantiveram a relacdo progndstica (Tabela 26).

Tabela 26 — Analise uni e multivariada relacionando as variaveis etnia, nimero de
linfonodos ressecados e pesquisa de AE1/AE3 com a recidiva da doenca, nos 105
pacientes com CEC de laringe, tratados no Instituto Nacional de Cancer — INCA
entre 2002 e 2005.

Variavel p univariada p multivariada
N° de linfonodos ressecados 0,018 0,022
AE1/AE3 0,03 0,017
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Quando avaliada a mortalidade na analise multivariada, apenas o0 nimero de
linfonodos ressecados apresentou relagdo com significancia estatistica (Tabela 27).

Tabela 27 — Andlise uni e multivariada relacionando as variaveis volume tumoral,
nimero de linfonodos ressecados, invasdo de estruturas adjacentes, invasdo de
cartilagem, tipo de resposta imune estimulada e AE1/AE3 com a mortalidade pela
doenga, nos 105 pacientes com CEC de laringe, tratados no Instituto Nacional de
Céncer — INCA entre 2002 e 2005.

Variavel p univariada p multivariada
N° de linfonodos ressecados 0,008 0,04
Invasdo de estruturas adjacentes 0,05 0,42
Invasdo de cartilagem 0,04 0,37
Resposta imune estimulada 0,05 0,23
AE1/AE3 0,04 0,03

Nos 17 casos que apresentaram positividade na pesquisa de citoqueratinas
AE1/AES, foi realizada uma pesquisa mais especifica utilizando CK5/6 e CK?7.

Dos 17 casos apenas 4 (23,53%) foram positivos para o marcador CK5/6
especifico para epitélio estratificado, sendo estes casos confirmados como

micrometastases, finalizando uma incidéncia de 3,81% dos casos (Figura 25).

Figura 25— Foto da anélise imuno-histoquimica positiva para citoqueratina 5/6 em
linfonodo cervical confirmando micrometéastase.
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Outros 2 (11,76%) casos apresentaram positividade a CK5/6, no entanto o
grupamento celular localizava-se fora da cépsula do linfonodo, podendo
corresponder a contaminacdo durante a manipulacdo da peca no trans ou pos-
operatorio (Figura 26).

Figura 26 — Foto da analise imuno-histoquimica positiva para citoqueratina 5/6 em

regido externa a capsula do linfonodo, confirmando contaminacdo devido a
manipulagéo do produto da linfadenectomia.

A pesquisa de CK 7 foi positiva em outros 7 (41,2%) dos 17 casos, sendo este
marcador mais especifico de epitélio glandular, e associado ao aspecto glandular a
microscopia 6ptica foram confirmadas como inclusdes epiteliais benignas (Figura
27). Todos os casos onde a CK5/6 foi positivo, a pesquisa de CK7 foi negativa,
incluindo nos dois casos que foram considerados como contaminacdo de células
epiteliais nos produtos dos esvaziamentos linfonodais cervicais.

Em 4 dos 17 casos (23,5%), ambas as pesquisas da CK5/6 e da CK7 foram
negativas, prevalecendo a analise imuno-histoquimica com AE1/AE3 onde definiu

que estes casos correspondiam a inclusdes epiteliais benignas.
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Figura 27 — Foto da analise imuno-histoquimica positiva para citoqueratina 7 em
linfonodo cervical, confirmando inclusdo epitelial benigna.

As inclus6es epiteliais benignas ocorreram em 11 (10,47%) dos 105 pacientes e
a incidéncia de micrometéstase neste grupo de pacientes foi de 4 (3,81%) casos, ndo
apresentando relagdo com a recidiva ou mortalidade (Tabela 28).
Tabela 28 - Relacdo entre a incidéncia de micrometastases, recidiva e mortalidade,

nos 105 pacientes com CEC de laringe, tratados no Instituto Nacional de Céancer —
INCA entre 2002 e 2005.

Recidiva Obito
Micrometastase CK 5/6 Nao Sim TOTAL Nado Sim TOTAL
Negativo 77 24 101 71 30 101
Positivo 3 1 4 3 1 4
P 0,66 0,66

Quando relacionados a presenga de micrometastases com o padrdo de
reatividade linfonodal, o tipo de imunidade estimulada e a presenca de estimulo

linfonodal, nenhuma relacéo estatisticamente significante foi encontrada (Tabela 29).
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Tabela 29 - Relacdo entre a presenca de micrometastases, padrdo de reatividdae
linfonodal, tipo de imunidade estimulada e a presenga de estimulo linfonodal, nos
105 pacientes com CEC de laringe, tratados no Instituto Nacional de Cancer — INCA
entre 2002 e 2005.

Micrometastase Valor de
Néao Sim p
Padréo de Reatividade
Hiperplasia Folicular 19 1 0.41
Hiperplasia Paracortical 33 2 ’
Histiocitose Sinusal 49 1
Imunidade Estimulada
Celular 59 2 0,55
Humoral 42 2
Linfonodos estimulados
Nao 49 1 0,34

Sim 52 3




6.0 Discussao

Algumas particularidades do comportamento biolégico dos tumores da laringe
tém extrema importancia. A conformacéo anatémica da laringe, incluindo ligamentos
e membranas, resulta na formacdo de barreiras de disseminacdo tumoral,
compartimentalizando o tumor. Assim, ha tumores laringeos avancados e restritos ao
O0rgdo que nao apresentam metastases linfonodais detectadas pelos métodos

habituais. Este grupo de pacientes foi focalizado pelo presente estudo.

No estudo anatomopatoldgico rotineiro, realiza-se um Unico corte em cada
linfonodo, direcionando-se a pesquisa de metastase linfonodal e a presenca de
extravasamento linfonodal.

Outras informacgdes provenientes do estudo do produto dos esvaziamentos
cervicais profilaticos, como o padrdo de reatividade linfonodal e a pesquisa de
micrometastases, podem fornecer informacGes potencialmente Uteis na avaliacdo
progndstica e na indicacdo de tratamento adjuvante em determinado grupo de

pacientes, visando a melhora da sobrevida.

6.1 Variaveis Epidemiologicas
6.1.1 Idade

O cancer de laringe acomete com maior freqiiéncia pacientes entre a sexta e
oitava decada de vida, com mais de 60% dos pacientes pertencentes a este grupo
etario (WUNSCH FILHO V, 2004). Neste estudo, 90 (85,7%) pacientes

apresentavam idade maior que 50 anos, e apenas 15 (14,3%) tinham 50 anos de idade
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ou menos. Quando comparados estes dois grupos etarios com a recidiva da doenca e
com a mortalidade, ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p = 0,49 /p =
0,52).

A divisdo entre os grupos de pacientes com a idade de corte de 50 anos foi
realizada na tentativa de avaliar a evolugdo da doenca no grupo de pacientes jovens,
isto €, com idade menor que a faixa etaria normalmente acometida pelos tumores da
laringe. Como citado anteriormente ndo houve diferenca no prognéstico da doenca

entre os dois grupos etarios.

6.1.2 Sexo

A neoplasia maligna da laringe € mais frequente no sexo masculino, numa
proporcdo de 7 casos em homens para cada caso em mulher (FERLAY J et. al.,
2001). A incidéncia desta doenca na América do Norte e nos paises sul-americanos
de clima temperado varia de 8,1 a 15,1 casos para cada 100.000 homens e 0,6 a 1,2
casos para cada 100.000 mulheres (PARKIN DM et. al., 1999). Este estudo ndo
apresentou diferenca comparado aos trabalhos de diferentes locais do mundo. O sexo
masculino foi mais frequentemente acometido (91 casos — 86,7%) do que 0 Sexo
feminino (14 casos — 13,3%), com uma proporcao de 6,5 casos em homens para cada
caso em mulheres. Apesar desta diferenca entre os sexos, ndo houve diferenca
estatistica quando relacionada esta variavel com a recidiva (p = 0,29) e a mortalidade

(p = 0,35).
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6.1.3 Etnia

ACKERMAN LV & DEL REGATO JA em 1962 publicaram que o cancer de
laringe era menos frequente em negros e orientais, relatando que apesar da maior
frequéncia em brancos os fatores etioldgicos eram diversos e ndo exclusivamente
ligado a etnia (ACKERMAN LV & DEL REGATO JA, 1962). Neste trabalho a
maioria dos pacientes era da etnia branca, seguida dos mulatos e dos negros. Sessenta
e um por cento (64 pacientes) dos casos acometiam brancos, 22,8% (24 pacientes)
mulatos e 16,2% (17 pacientes) acometiam negros.

O grupo formado por negros e mulatos apresentou maior tendéncia a recidiva,
comparado ao grupo de pacientes de etnia branca. Pouco mais de 51% dos negros e
mulatos apresentaram recidiva da doenca, contra apenas 20,75% nos pacientes
brancos (p = 0,079). Nao houve relacdo entre a etnia dos pacientes e a mortalidade (p
=0,13).

A tendéncia a maior recidiva da doenca em pacientes negros ou mulatos nao
pode ser muito valorizada. Além de ser pouco citada na literatura, ndo se comprovou
uma tendéncia a melhor evolucdo do cancer de laringe em paises com menor

populacdo de negros ou mulatos, como no continente europeu.

6.2 Variaveis Clinicas
6.2.1 Sintomas

A sintomatologia dos tumores da laringe dependera do subsitio do 6rgdo que é
acometido pelo tumor. A maioria dos tumores acometem a glote (INCA, 2008),
consequentemente a disfonia € o sintoma mais frequentemente relatado pelos

pacientes portadores de cancer da laringe, com cerca de 87% dos casos (LIMA RA &
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KLIGERMAN J, 1997). Neste estudo, 99 pacientes (94,2%) apresentavam disfonia
no momento da primeira consulta com especialista. Outros sintomas estiveram
associados a disfonia, porém com menor incidéncia. Entre eles podemos salientar
tosse (b1 casos — 48,6%), provavelmente secundaria a alteracdo da funcdo
esfincteriana do 6rgao pela presenca do tumor.

Apesar de este estudo selecionar pacientes com diagndstico de cancer de
laringe, a disfagia (39 casos — 37,1%) foi uma queixa mais frequente comparada a
dispnéia (16 casos — 15,2%). A otalgia reflexa foi citada por apenas 6 pacientes
(5,7%) como sintoma associado a doenca. Como foram incluidos apenas pacientes
com auséncia de metastases cervicais, nenhum deles tinha como sintoma no
momento do diagnostico a linfonodomegalia cervical, apesar deste evento ser
frequente em casos de tumores gloticos avancados e supragloticos mesmo em
estagios iniciais (LIMA RA & KLIGERMAN J, 1997).

O primeiro sintoma da doenca foi questionado no dia da primeira consulta do
paciente no Intituto Nacional de Cancer, e a variabilidade das queixas deve-se ao fato
de neste momento encontrarmos pacientes em diferentes estadgios da doenca. No
momento do estagiamento clinico, realizado com videolaringoscopia, existiam
pacientes com tumores Tla, Tlb, T2, T3 e T4a. Devido ao periodo de definicdo
diagnostica e do tratamento indicado, houve crescimento tumoral, tipico da evolugédo
natural da doenca, justificando o fato de pacientes com estagio clinico Tla, terem

sido classificados posteriormente como pT3 ou pT4a.
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6.2.2 Historia Familiar

Um estudo caso-controle brasileiro realizado em 1995 por FOULKES WD et.
al, avaliaram a importancia da historia familiar positiva para neoplasias na incidéncia
de carcinomas epidermoides de cabeca e pescoco, mostrando um risco-relativo de
3,65 de desenvolver cancer de laringe se algum familiar de primeiro grau apresentar
historia de neoplasias malignas (FOULKES WD et. al., 1995). Nesta série, apenas 13
pacientes (12,4%) apresentavam historia familiar positiva de qualquer tipo de cancer.
Entre esses dois grupos de pacientes, conforme a histéria familiar, a média de idade
de surgimento da doenca foi muito semelhante, com 62,1 anos a idade média no
grupo de pacientes sem antecedentes familiares e 62,9 anos para 0 grupo com
historia moérbida familiar de neoplasias malignas.

Nesta amostra, esta semelhanca etaria entre estes dois grupos diminui a
importancia da historia familiar de neoplasias malignas no desenvolvimento do
cancer da laringe. A exposicdo a outros fatores de risco como o tabagismo e o
etilismo é mais importante na carcinogénese, sendo este risco dependente da dose e

do tempo de exposicdo.

6.2.3 Fatores de Risco
6.2.3.1 Tabagismo e Etilismo

Vaérios artigos relatam o tabagismo e o etilismo como os principais fatores de
riscos para o desenvolvimento do cancer da laringe (TOMATIS L, 1990;
TALAMINI R et. al., 2002; WYNDER EL et. al., 1976). O risco relativo do habito

do cigarro isolado chega a 13,2 (WYNDER EL et. al., 1976), sendo ainda maior
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quando associado ao etilismo (FLANDERS WD et. al., 1982; TALAMINI R et. al.,
2002).

Neste trabalho, dos 105 pacientes, apenas 10 (9,5%) nédo faziam uso de cigarro
nem ingeriam bebidas alcodlicas. Sessenta e sete pacientes (63,8%) eram etilistas e
tabagistas, 26 pacientes (24,8%) fumavam e apenas 2 (1,9%) tinham o habito isolado
do etilismo. Neste grupo de estudo, houve uma tendéncia dos pacientes sem
exposicao aos principais fatores de risco ao cancer de laringe apresentarem a doenca
mais tardiamente, pois nenhum paciente do grupo ndo exposto a fator de risco tinha
50 anos de idade ou menos no momento do diagndstico, sendo a idade média dos
pacientes ndo expostos a fatores de risco 4,5 anos maior. A exposicdo ao tabagismo e
etilismo néo influenciaram na recidiva (p = 0,25) ou mortalidade (p = 0,14).

AGUDELO D et. al., analisaram num estudo retrospectivo 933 pacientes com
cancer de laringe, e concluiram que pacientes sem historia de tabagismo e etilismo
apresentavam idade média 10 anos maior, e mais frequentemente eram acometidos
na regido glotica que permite um diagnostico mais precoce e melhor taxa de

sobrevida (AGUDELO D et. al., 1997).

6.3 Variaveis Cirargicas
6.3.1 Tragueostomia Prévia

A tragueostomia nem sempre é realizada durante o tratamento cirdrgico
definitivo. Em um grande nimero dos casos, isto ocorre dias ou semanas antes da
operacdo. Esta manipulagéo proxima a regido do tumor pode estar relacionada com o
aumento da recidiva local da doenca (PRADIER et. al., 1993). Nos casos de

tratamento com intengédo de preservacao da laringe com radioterapia combinado com
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quimioterapia, a presenca da traqueostomia prévia ao tratamento definitivo esteve
relacionada com uma pior resposta ao tratamento (FARIAS TP et. al., 2007).

Neste trabalho, a presenca de traqueostomia prévia ndo apresentou relacdo com
a recidiva local da doenca (p = 0,39). Dos 105 pacientes avaliados apenas 1
apresentou recidiva da doenca no traqueostoma, sendo que este paciente havia sido
submetido a traqueostomia prévia, foi estadiado como pT3 e submetido a
radioterapia adjuvante devido a superficie tumoral.

A traqueostomia prévia, quando relacionada com a recidiva da doenca
independentemente do local desta recidiva e com a mortalidade, também néao
apresentou significancia estatistica (p = 0,79) / (p = 0,44). Resultados semelhantes
sdo descritos por MARTIN-VILARES C e por PERA E, ndo sendo a traqueostomia
prévia fator progndéstico de recidiva em 500 e 486 pacientes tratados com cirurgia,

respectivamente (MARTIN VC et. al., 2000; PERA E et. al., 1986).

6.3.2 Localizacdo do Tumor

Dos 105 pacientes estudados, 72 eram tumores transgloticos, 18 acometiam a
supraglote e apenas 15 localizavam-se na glote. DIAS et. al. relataram em seu estudo
que 81,3% dos tumores tinham localizacdo supragldtica e transglética (DIAS FD, et.
al., 2000). Na nossa serie, estas duas localizacBes corresponderam a 85,7% dos
tumores, sem relacdo progndstica com a recidiva (p = 0,38) nem com a mortalidade
(p = 0,96).

A auséncia de associagdo entre o local do tumor e o prognoéstico da doenca
também foi descrita no trabalho de HOFFMAN et. al. de 2006, no qual foi analisada

a sobrevida livre de doenga em pacientes com céancer de laringe T3NO e T4NO
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tratados entre 1994 e 1996. A sobrevida livre de doenca em 5 anos em tumores T3NO
gldticos foi de 60%, muito semelhante aos 54% de sobrevida dos pacientes com o
mesmo estagio localizados na supraglote. Em tumores T4NO, analisados no mesmo
periodo, a sobrevida livre de doenca foi de 52%, independentemente do subsitio

(HOFFMAN HT et. al., 2006).

6.3.3 Namero de linfonodos ressecados

Apesar de este estudo avaliar apenas pacientes com auséncia de metastases
linfaticas no estudo anatomopatoldgico, o numero de linfonodos ressecados no
esvaziamento apresentou-se como um fator prognoéstico. O grupo de pacientes com
menos de 33 linfonodos ressecados tiveram maior indice de recidiva e mortalidade
qguando comparados aos pacientes que tiveram mais de 33 linfonodos ressecados
junto ao produto dos esvaziamentos, tanto na andlise univariada quanto na
multivariada.

Na cirurgia de cabeca e pescoc¢o, ndo existe uma determinacdo do nimero de
linfonodos que devem ser ressecados dependendo do sitio do tumor primario, como
ocorre em casos de tumores de estbmago, onde o numero minimo é de 15 linfonodos,
e em tumores de colon e reto, onde no minimo devem ser ressecados 12 linfonodos
para o esvaziamento linfonodal ser considerado adequado (TNM, 2002).

O que existe na regido da cabega e pescoco € uma tendéncia a se considerar
uma linfadenectomia adequada quando se resseca no minimo 10 linfonodos no
esvaziamento cervical radical e 6 linfonodos no esvaziamento seletivo (TNM, 2002),
namero que foi alcangado em todos os pacientes deste estudo, onde 0 nimero menor

de linfonodos ressecados foi onze.
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Existem contradicdes a respeito desta variavel da literatura. Se, por um lado,
alguns trabalhos evidenciam melhor sobrevida em pacientes onde é ressecado um
numero maior de linfonodos, por outro ha uma tendéncia de linfadenectomias cada
vez mais seletivas em pacientes sem metéstases linfonodais diagnosticadas

clinicamente (GALLO O et. al., 2006; FERLITO A et. al., 2008b).

6.3.4 Grau de Diferenciacdo Tumoral

Mais de 90% dos pacientes deste estudo apresentavam tumores moderadamente
diferenciados. O grau de diferenciacdo tumoral ndo apresentou relagdo com a
sobrevida ou com a mortalidade neste grupo de estudo. Semelhantes resultados
foram descritos por DANIC et. al. em 2000 onde o grau de diferenciacdo tumoral
ndo foi indicador prognédstico de sobrevida global (p = 0,988) em 63 pacientes com
cancer de laringe (DANIC D, et. al., 2000). GEELEN et. al. em 1995 relataram que o
grau de diferenciacdo quando pouco diferenciado ou indiferenciado esteve
relacionado a pior sobrevida livre de doenca quando comparado aos tumores bem ou

moderadamente diferenciados (GEELEN CP, et. al., 1995).

6.3.5 Superficie Tumoral

A maior superficie tumoral dos pacientes avaliados neste estudo apresentou
uma tendéncia a maior mortalidade (p = 0,09). Dos 29 pacientes que evoluiram ao
Obito durante o tempo de estudo, 20 (68,9%) apresentavam superficie tumoral maior
que 900 mm?.

Esta variavel é pouco considerada nos casos de tratamento cirdrgico no cancer

da laringe, sendo que a maioria dos trabalhos utiliza o volume tumoral, variavel
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aferida em exame radiologico de tomografia como fator preditivo de resposta ao
tratamento radioterapico, associado ou ndo a quimioterapia.

HERMANS et. al. em 1999, avaliou em exames de tomografia o volume
tumoral em 103 pacientes com carcinoma epidermoide supraglotico. Neste estudo
um maior volume tumoral medido na tomografia computadorizada esteve
relacionado com uma maior recidiva local da doenga (p<0,001) (HERMANS R, et.

al., 1999).

6.3.6 Infiltrado Inflamatorio

Nossos resultados evidenciaram que a presenca de infiltrado inflamatério no
tumor, ndo apresentou relacdo com a recidiva da doenca (p = 0,26) nem com a
mortalidade (p = 0,27).

GALLO et. al. investigaram 88 pacientes com carcinoma epidermoide de
laringe e relataram que o infiltrado inflamatdrio foi um fator prognéstico favoravel

no grupo de pacientes estudado (GALLO O, et. al., 1991).

6.3.7 Invasdo de Cartilagem e de Estruturas Adjacentes
Na nossa série, invasdo de cartilagem e de estruturas adjacentes ndo
apresentaram relacdo com a recidiva, com o valor de p = 0,17 e 0,43,
respectivamente. Quando estas varidveis foram relacionadas com a mortalidade,
apresentaram significado estatistico com o valor de p = 0,04 e 0,05, respectivamente.
FAGAN et. al. em 1998 analisaram 104 pacientes com tumores de laringe

estadiados como pT3 ou pT4, ndo evidenciando relagéo entre a invaséo de cartilagem



96

e a recidiva local, regional, metastases a distancia e a sobrevida dos pacientes

(FAGAN JJ et. al., 1998).

6.3.8 Invaséo Vascular e Perineural

Nos 105 pacientes deste estudo, a presenca de invasdo vascular e perineural foi
encontrada em apenas 13 pacientes (12,4%), ndo sendo estas variaveis um fator
prognostico na evolucdo da doenca.

FAGAN et. al. em 1998 relataram a presenca de invasao perineural em 74 de
142 pacientes (52,1%), associada a maior recidiva local e mortalidade, além de maior
indice de metéastase linfonodal (FAGAN JJ et. al., 1998).

YILMAZ et. al. em 1998 descreveram que a invasdo vascular e perineural
sempre devem ser avaliadas nos produtos das laringectomias, pois influenciam
significativamente a recidiva e a sobrevida livre de doenca (YILMAZ T et. al.,

1998).

6.4 Evolucdo Prognostica

Na nossa casuistica, 25 (23,8%) pacientes apresentaram recidiva da doenca
durante o periodo de seguimento do estudo, sendo que a recidiva local ocorreu em 8
(7,6%) pacientes e a distancia em 13 (12,4%).

Em 12 (11,4%) pacientes desta série a recidiva locorregional foi evidenciada.
Esta ocorréncia de recidiva foi semelhante ao do grupo de pacientes com tumores T3
e T4 tratados com cirurgia associado a radioterapia no estudo de YUEN et. al. de
1984, onde a recidiva locorregional ocorreu em 9% e 6% dos casos de tumores T3 e

T4 respectivamente. A recidiva locorregional foi menor comparada ao grupo tratado
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com cirurgia isoladamente, onde a recidiva locorregional foi de 16% e 31% nos
tumores T3 e T4 respectivamente (YUEN A et. al., 1984).

RAZACK et. al. em 1989 relataram uma recidiva maior, comparado a esta
série. Pouco mais de 50% dos 128 pacientes T3 e T4 tratados com laringectomia total
e esvaziamento cervical apresentaram recidiva locorregional. Neste mesmo trabalho
a incidéncia de metastases a distancia foi de 7%, aproximadamente a metade da
incidéncia encontrada na casuistica desta tese onde as metastases a distancia
ocorreram em 13 (12,4%) casos (RAZACK MS et. al., 1989).

Onze a 12% também foi a incidéncia de metastases a distancia nos trabalhos
publicados por SESSIONS et. al., IDASIAK et. al. e por SPECTOR et. al. em 2002,
2008 e 2004 respectivamente. Os sitios das metastases que ocorreram no nNOSSO grupo
de estudo também foram iguais comparados a literatura sendo o local mais frequente
os pulmdes, seguidos dos ossos, figado e cérebro (SESSIONS DG et. al., 2002;
IDASIAK A et. al., 2008; SPECTOR GJ et. al., 2004).

SPECTOR et. al. em 2004 e SESSIONS et. al. em 2002 relataram uma
incidéncia de 9% e 19,5% de segundo tumor primario, respectivamente (SESSIONS
DG et. al., 2002; SPECTOR GJ et. al., 2004). Na nossa casuistica de 105 pacientes, 3
(2,8%) apresentaram segundo tumor primario, sendo em 2 deles em regides onde 0s
fatores de risco eram os mesmos dos tumores da laringe, como a orofaringe (1 caso),
e esbfago (1 caso).

A sobrevida livre de doencga no grupo estudado foi de 73% em 5 anos.

TAMURA et. al.em 2007, analisaram 130 casos de cancer de laringe com
estagio 1l e IV tratados com laringectomia total associada a linfadenectomia cervical

e apresentaram uma sobrevida livre de doenca de 100 e 68% em 5 anos,
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respectivamente. Na nossa casuistica a sobrevida livre de doenca em 5 anos foi de 80

e 69% nos estagios Il e IV respectivamente (TAMURA'Y et. al., 2007).

6.5 Reatividade Linfonodal

A evolucdo do tumor maligno é o resultado da oposicdo de fatores de
agressividade do tumor e de resisténcia do hospedeiro (BURNET FM, 1967).
Estudos baseados nesta interacdo entre o tumor e o hospedeiro tém ganhado
popularidade em cancer de cabeca e pescoco (ALBERTY J & WARDELMANN E,
2001).

O hospedeiro apresenta defesas imunoldgicas a algumas doencas malignas.
Dessa forma, parametros dos quais refletem a defesa do hospedeiro podem ser
preditivos de sobrevida (BERLINGER NT et. al., 1976).

O paciente ndo é apenas um participante passivo na carcinogénese e no
crescimento tumoral. A linfadenite reativa encontrada em alguns pacientes com
tumores malignos consiste numa proliferacdo de tecido linfatico e uma resposta
imunoldgica ativa do hospedeiro ao tumor maligno (STANKIEWICZ C et. al.,
1994).

Poucos estudos, analisando esta relacdo tumor-hospedeiro, nos apresentam
grupos homogéneos que foram submetidos ao mesmo tipo de tratamento. (PATT BS
et. al., 1993).

O uso da reatividade linfonodal como fator prognéstico esbarra na dificuldade
de categorizar adequadamente diferentes pacientes com reatividade heterogénea.

O método de andlise da reatividade linfonodal é muito dificil e um dos

principais motivos disso é o fato da analise dos linfonodos ser mais subjetiva que
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objetiva (POHRIS E et. al., 1987). A reatividade dos linfonodos pode variar
conforme a distancia entre o tumor e os linfonodos, a presenca de infeccédo, as
condi¢des nutricionais do paciente e a subjetividade da analise dos linfonodos
(AMAR A et. al., 2001).

A avaliacdo da reatividade linfonodal, visa a avaliar de maneira indireta a
resposta imunoldgica do hospedeiro a presenca do tumor maligno.

A linfadenite reativa em pacientes com cancer consiste na resposta imunolégica
do hospedeiro ao tumor maligno. Em contraste a isso, um linfonodo normal ou com
deplecdo representa uma manifestacdo morfoldgica da perda de reatividade do
sistema linfatico no desenvolvimento do tumor, sendo o linfonodo estimulado um
fator prognostico favoravel (STANKIEWICZ C et. al., 1994).

Na casuistica deste trabalho, dos 105 casos, 50 (47,6%) apresentaram o padrdo
de histiocitose sinusal na maioria dos linfonodos ressecados. O segundo padrdo mais
frequente foi a hiperplasia paracortical, sendo predominante em 35 casos (33,3%). A
hiperplasia folicular foi o padrdo mais comum em 20 pacientes (19,1%). A
hiperplasia folicular foi o padrdo de reatividade mais frequente nos linfonodos do
estudo de CERNEA et. al., onde dos 26 pacientes com carcinoma epidermoide de
boca, 13 (50%) apresentavam a predominancia de foliculos priméarios no cortex
linfonodal (CERNEA CR et. al., 1997). Neste estudo o segundo padrdo mais
frequente foi a histiocitose sinusal, e o grupo de pacientes com predominio de
linfonodos estimulados (hiperplasia folicular e paracortical) apresentou uma menor
recidiva da doenca (23% dos casos) e melhor sobrevida livre de doenga em 5 anos

(73%), resultados estes com significancia estatistica (p < 0,05).
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Neste estudo, o padrdo de reatividade linfonodal ndo apresentou relagédo
significativa estatisticamente com a recidiva da doenca e com a mortalidade. Um dos
motivos que corroboram com este achado é o fato de os padrdes de reatividade
linfonodal serem bastante variados, dentro do mesmo caso. Existiram casos onde um
padrdo de reatividade linfonodal predominava intensamente sobre os outros, no
entanto, em certos pacientes, era encontrado todos os tipos de hiperplasia com leve
predominio de uma das formas. Na tentativa de uniformizar melhor os padrdes, 0s
pacientes foram divididos conforme a imunidade estimulada e a presenca ou ndo de
estimulo linfonodal.

RING et. al. em 1985, estudaram 43 pacientes com cancer de assoalho de boca.
Neste trabalho, a histiocitose sinusal esteve relacionada com melhor prognostico
comparado aos pacientes com hiperplasia paracortical (RING AH et. al., 1985).
PATT BS et. al. em 1993, encontraram resultados semelhantes. Em 48 pacientes com
cancer de laringe, o grupo com metastase linfonodal no estudo anatomopatoldgico
com padrdo de histiocitose sinusal na maioria dos linfonodos, apresentou uma
melhor sobrevida (p = 0,007) (PATT BS, et. al., 1993).

Em cancer de mama, BLACK, em 1953, um dos pioneiros no estudo da
reatividade linfonodal, evidenciou que os pacientes que apresentavam um maior grau
de histiocitose nos linfonodos dos produtos dos esvaziamentos axilares também
apresentavam uma melhor sobrevida (BLACK MM et. al., 1953).

Resultados diferentes sdo descritos na literatura. BENNET et. al. em 1971,
descreveram 84 pacientes com cancer de laringe e hipofaringe, onde a hiperplasia
folicular no grupo de pacientes pN+ e com grau de diferenciacdo Il ou IV

apresentaram um melhor progndstico (BENNET SH et. al., 1971).
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FERNANDEZ-NOGUEIRAS et. al. em 1992 ndo encontraram relacao entre o
padrdo de reatividade linfonodal e a sobrevida em 5 anos dos pacientes com cancer
de laringe, assim como AMAR et. al. que estudaram 19 pacientes com tumor
primario oculto, ndo sendo encontrada relacdo entre a reatividade linfonodal e o
prognostico deste grupo de pacientes (FERNANDEZ-NOGUEIRA FJ et. al., 1992;
AMAR A, et. al., 2001).

O aspecto microscopico no linfonodo de drenagem ¢é importante na
compreensdo do sistema imunologico no controle das células malignas. Os
linfonodos que se encontram com padrdo de hiperplasia folicular ou paracortical,
mostram indiretamente um sinal de resposta imunoldgica ao tumor. Ja a histiocitose
sinusal, quando predomina no linfonodo, corresponde a proliferacdo de macrofagos,
que é uma célula ndo especifica de imunidade humoral ou celular (POHRIS E et. al.,
1987).

Neste estudo, quando divididos os pacientes em dois grupos conforme o
estimulo no linfonodo, sendo um grupo formado pelos pacientes onde a maioria dos
linfonodos ressecados apresentava o padrdo de hiperplasia folicular ou paracortical,
isto é, linfonodos estimulados, e outro grupo formado pelos pacientes onde a maioria
dos linfonodos apresentava um predominio de histiocitose sinusal, isto é, nédo
estimulados, e comparados com a recidiva e mortalidade, ndo houve relagdo com
significancia estatistica. Baseado neste achado, ndo podemos afirmar que o sistema
imunoldgico ndo apresenta importancia na evolucdo da doenga neoplésica da laringe.
A presencga de linfonodos estimulados é apenas uma afericdo indireta da resposta

imunoldgica do paciente ao tumor, pois ele pode ndo apresentar estimulo linfonodal e
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apresentar aumento de linfécitos circulantes que também demonstram participacéo
do sistema imunologico na defesa do hospedeiro ao tumor.

STARSKA et. al. em 2003 estudaram 179 casos de cancer de laringe,
concluindo que pacientes que apresentavam linfonodos sem sinais de estimulo
imunolodgico apresentavam um pior prognostico (STARSKA K et. al., 2003).

BERLINGER et. al. analisaram 84 pacientes com carcinoma de cabeca e
pescoco, sendo evidenciada uma sobrevida em 5 anos significativamente maior no
grupo de pacientes com sinais de estimulo imunoldgico no estudo anatomopatolégico
dos linfonodos ressecados (BERLINGER NT et. al., 1976).

POHRIS et. al. em 1987, avaliaram 107 pacientes com cancer de laringe em
diferentes estagios, variando desde o estagio Il ao IV. Este grupo relatou uma
sobrevida livre de doenca em 5 anos melhor no grupo de pacientes com linfonodos
estimulados, isto é, com hiperplasia folicular ou paracortical (POHRIS E et. al.,
1987).

A regido paracortical do linfonodo é o principal sitio de proliferacdo de
linfécitos na resposta imune celular, estando presente nesta regido um numero
aumentado de grandes células linfoides (COTTIER H et. al., 1973; FERLITO A et.
al., 1979).

Os centros germinativos estdo sempre relacionados com a imunidade humoral,
isto é, com a producéo de anticorpos (COTTIER H et. al., 1973; FERLITO A et. al.,
1979).

A histiocitose sinusal apresenta um predominio de macréfagos e histidcitos,
ndo sendo especifica de resposta imunoldgica humoral ou celular (POHRIS E et. al.,

1987).
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Se caracterizada hiperplasia paracortical como resposta imune celular e
hiperplasia folicular como resposta imune humoral, e analisada este tipo de resposta
imunolodgica presente no linfonodo ao progndéstico do paciente, o grupo de pacientes
com sinais de resposta humoral na maioria dos linfonodos apresentou uma maior
mortalidade com significancia estatistica (p = 0,05) comparado aos pacientes com
resposta imune celular. Ja& a recidiva da doenga, ndo apresentou relacdo com
significancia estatistica com o tipo de resposta imunologica a presenca do tumor,
apesar do maior numero de recidiva no grupo de resposta imune humoral, que
ocorreu em 41,9% dos casos comparados a 24,4% de recidiva nos casos de resposta
imune celular (p = 0,34). O aumento de linfocitos T helper estd associado com a
resposta imune humoral. Estas células relacionam-se com mecanismos de escape
tumoral durante o desenvolvimento neoplasico, podendo justificar a relacdo com a
maior mortalidade e um maior numero de recidiva neste grupo de pacientes.

Relacionando o padrdo de reatividade linfonodal com o tipo de recidiva, houve
uma distribuicdo bastante homogénea entre o tipo de hiperplasia e o local da recidiva
da doenca, ndo havendo relacdo com significancia estatistica nesta analise.

A subjetividade do método e grupos heterogéneos de pacientes sdo alguns dos
motivos dos diferentes prognosticos relacionados com a reatividade linfonodal. No
intuito de diminuicdo deste viés, selecionamos um grupo de pacientes bastante
homogéneo, com o mesmo tipo de doenca e semelhantes indicagcdes terapéuticas
além da amostra ser composta por um numero significativo de pacientes. Todas as
laminas foram examinadas por apenas dois examinadores e 0s casos onde houve
discordancia de qual padrdo predominava nos linfonodos ressecados, foram

analisados em conjunto até um consenso.
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A importancia do sistema imunoldgico na evolugdo das neoplasias malignas
ndo deve ser discutida, 0s questionamentos sdo a respeito de como aferir a
participacdo da defesa do hospedeiro no prognéstico da doenca. Muitas sdo as
maneiras de acdo do sistema imunologico durante a carcinogénese, e muitos sdo 0s
mecanismos de escape que facilitam o desenvolvimento do cancer. Um destes
mecanismos envolve o aumento do numero de linfécitos T helper 2, que séo
relacionados com a imunidade humoral.

No estudo de KOBAYASHI M et. al. a administracdo de células T helper 2
produzidas no baco de ratos que tiveram injetados uma colénia de células de
melanoma altamente metastatizante, em ratos com células de melanoma menos
agressivas, fizeram com que estas cobaias desenvolvessem um nimero de metastases
pulmonares semelhantes ao grupo que recebeu células agressivas, apenas pelo
aumento de células T helper 2 relacionados com imunidade humoral e mecanismos
de escape para 0 desenvolvimento da doenca neoplasica (KOBAYASHI M et. al.,
1998). Este relato corrobora com os resultados desta tese, onde o estimulo da

imunidade humoral apresentou maior mortalidade com significancia estatistica.

6.6 Micrometastases e Inclusdes Epiteliais Benignas
Na literatura, as micrometastases sdo muito mais discutidas comparadas as
inclusGes epiteliais benignas, sendo a diferenciagéo entre elas pouco elucidada.
Apesar dos linfonodos néo se originarem de tecido epitelial, podem apresentar
inclusdes de epitélio glandular salivar e tireoideano em situagdes benignas, nédo
necessariamente traduzindo doenca epitelial metastatica (RESETKOVA E et. al.,

2003).
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A utilizacdo do clone de citoqueratinas AE1/AE3 é o método imuno-
histoquimico mais utilizado e considerado por varios artigos a positividade para este
clone de citogueratinas como positivo para micrometastases (BECKER MT et. al.,
2004; RHEE D et. al., 2002).

Este clone AE1/AE3 marca de maneira ampla a natureza epitelial da célula
localizada no linfonodo. A utilizacdo de citoqueratinas mais especificas visam a
diferenciacdo da origem das células epiteliais marcadas no estudo imuno-
histoquimico. As citoqueratinas CK 5/6 marcam camadas estratificadas da epiderme,
ndo marcando epitélios simples. J4 a CK 7 relaciona-se com o0s adenocarcinomas de
origem em epitélio glandular (CHU PG & WEISS LM, 2002).

No nosso trabalho, a incidéncia de casos positivos na pesquisa de citoqueratinas
utilizando o clone AE1/AE3 foi de 16,2%, apresentando uma frequéncia dentro da
média encontrada na literatura, que descreve uma prevaléncia entre 5 e 58% dos
casos (DEVANEY KO et. al., 2007; CONNOLLY JL et. al., 2006; HERMANEK P
et. al., 1999a; HERMANEK P et. al., 1999b; VOGL T & BISDAS S, 2007;
FERLITO A et. al., 2001; BARRERA JE et. al., 2003; BECKER MT et. al., 2004;
RINALDO A et. al., 2004; KOCATURK S et. al., 2003).

A pesquisa com citoqueratina AE1/AE3, quando associada com a recidiva da
doenca, recidiva regional, locorregional e mortalidade, apresentou relacdo com
significancia estatistica, resultado semelhante aos descrito por YAMAZAKI no
estudo de céncer de boca onde relacionou a presenca de micrometéstases
diagnosticadas com o clone AE1/AE3 com pior prognostico, sendo indicativo de

radioterapia (YAMAZAKI Y et. al., 2005).



106

Quando separados os paciente em dois grupos conforme a pesquisa de
citoqueratina AE1/AE3, no grupo onde a pesquisa foi positiva, a radioterapia
apresentou-se como um fator protetor da recidiva regional (p = 0,06). Isto poderia ser
explicado se em todos os casos positivos para 0 clone AE1/AE3 fossem devido a
metastases, pois as células epiteliais metastaticas sdo radiossensiveis, no entanto
como ndo se tratava de metastases em todos os casos, este achado deve ser
considerado como coincidéncia.

Quando utilizada a pesquisa com CK 5/6, a incidéncia definitiva de
micrometastases foi de apenas 3,8% (4 casos), estando esta incidéncia proxima aos
limites inferiores relatados na literatura (DEVANEY KO et. al., 2007; CONNOLLY
JL et. al., 2006; HERMANEK P et. al., 1999a; HERMANEK P et. al., 1999b; VOGL
T & BISDAS S, 2007; FERLITO A et. al., 2001; BARRERA JE et. al., 2003;
BECKER MT et. al., 2004; RINALDO A et. al., 2004; KOCATURK S et. al., 2003)
e sem relacdo com o prognostico da doenca.

Em outros 4 casos (3,8%) a pesquisa positiva pela imuno-histoquimica para CK
7 confirmou como inclusdes epiteliais benignas. Além destes casos, outros 7
pacientes, onde a pesquisa de CK 5/6 e CK 7 foram negativas, também foram
considerados como inclusdes epiteliais benignas baseadas na morfologia das células
coradas na pesquisa com AE1/AE3, totalizando 11 casos (10,47%) com inclusbes
epitelias que ndo se tratavam de metastases.

Os resultados deste trabalho mostram que a utilizagdo do clone AE1/AE3 para o
diagnostico de micrometastases € questionavel. Este marcador também é descrito na
pesquisa de micrometastase em linfonodo sentinela (TOMIFUGI M et. al., 2008),

podendo a acuracia de este método ser menor que o descrito caso realizasse uma
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pesquisa no linfonodo sentinela com um marcador mais especifico como a
citogueratina 5/6.

A maioria dos casos que foram positivos para células epiteliais ndo se tratava de
micrometastases, mas sim de inclusdes epiteliais benignas. Assim, esta presenca de
“micrometastases” que ¢ considerada na literatura como associada com maior
recidiva e mortalidade, pode ser apenas uma coincidéncia, pois a presenca de células
epiteliais benignas no linfonodo provavelmente nédo ira influenciar na evolucdo da
doenca neoplasica da laringe.

A confirmacao das micrometastases com o uso da CK 5/6 ocorreu em 4 casos.
Em outros 2 casos o conjunto de células coradas encontrava-se fora da capsula
linfonodal, ndo podendo ser secundario a ruptura da capsula do linfonodo pois nao
havia células coradas dentro do linfonodo, sendo esta marcacdo secundaria a
manipulacdo trans ou pés-operatoria do produtos dos esvaziamentos e do tumor
primério. Isto pode ocorrer, pois no mesmo momento que é realizado a clivagem do
tumor primario para andalise anatomopatolédgica, é realizado a disseccdo dos
linfonodos, podendo ser implantadas algumas células tumorais no tecido
perilinfonodal, mas ndo dentro da capsula do linfonodo, como ocorre na doenca
linfonodal metastética.

A auséncia de importancia prognéstica das micrometastases pode estar
relacionada com o baixo numero de pacientes acometidos. No entanto apesar deste
achado infrequente, em apenas 3,81% da amostra, isto ndo ocorreu devido a uma
pequena casuistica, mas sim pela baixa freqiéncia que as micrometastases ocorrem
qguando investigadas de maneira mais detalhada como foi feito com o uso das

citoqueratinas 5/6 e 7.
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Talvez uma das maiores contribuicBes deste estudo seja a caracterizacdo destas
inclusbes epiteliais benignas nos linfonodos pesquisados para micrometastases em
cancer de laringe. De fato, existem poucos relatos sobre este fendmeno na literatura

mundial.



7.0 Conclusoes

7.1 Pacientes com sinais de estimulo da imunidade celular (hiperplasia
paracortical) apresentaram menor mortalidade comparado aos pacientes com

predominio de resposta imune humoral (hiperplasia folicular) (p = 0,05).

O padréo de reatividade linfonodal analisados isoladamente ndo apresentou

relacdo com a recidiva da doenca ou com a mortalidade.

7.2 A presenca de células epiteliais nos linfonodos estudados ocorreu em 17
casos (16,2%). Esta positividade no estudo imuno-histoquimico utilizando o clone
AE1/AE3 apresentou relacdo com significancia com a recidiva (p = 0,03) e com a

mortalidade (p = 0,04).

7.3 A incidéncia de micrometastases na pesquisa com CK 5/6 foi de 3,86% (4

casos de 105), sem relacdo prognostica com a doenga.



8.0 Inferéncias

A incidéncia de inclus6es epiteliais benignas foi de 10,47% (11 casos de 105).
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