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El Achkar VNR. Caracterizacdo clinico-patoldgica da papilomatose laringea [tese].
Sao José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de
Ciéncia e Tecnologia; 2018.

RESUMO

A papilomatose laringea (PL) é uma doenca rara e grave, dividida em dois grupos:
juvenil (PLJ) e adulta (PLA), ambas causadas pelo papilomavirus humano (HPV).
Seu curso pode ser agressivo, com inumeras recidivas, risco de malignizacao,
disseminag&o pulmonar e obstrucdo das vias aéreas. Para identificar os casos mais
agressivos e nortear os tratamentos foram desenvolvidas escalas laringoscopicas,
dentre elas; a escala desenvolvida por Derkay et al. (1998). O objetivo deste projeto
foi caracterizar a PL e correlacionar suas caracteristicas clinico-patolégicas com com
a escala laringoscépica de Derkay. Os dados e biopsias de 36 pacientes com PLJ e
56 com PLA foram coletados e analisados por meio da microscopia de luz. Os
pacientes foram separados em grupos de acordo com os indices de Derkay: =20
para 0S mais agressivos e <20 para 0S casos menos agressivos. Foram realizadas
reacbes de imuno-histoquimicas anti- Fator Xllla, CD3, CD4, CD8, CD15, CD20,
CD68, FoxP3 e MUM-1. As células inflamatdrias foram quantificadas. Todas as
caracteristicas clinico-patolégicas e os resultados da reacdo imuno-histoquimica
encontrados foram comparados entre 0S Qrupos propostos atraves do teste
estatistico de Qui-Quadradro e correlacionados através do teste de correlacado de
Spearman. O nivel de significancia considerado foi de 5%. Ao comprar a severidade
entre os grupos PLJ e PLA, o grupo PLJ foi considerado mais agressivo (P=0,02).
Os pacientes entre as amostras com score 220 apresentaram maior incidéncia de
tragueostomia e dificuldade respiratoria grave. As displasias de alto grau foram
associadas a presenca de células FatorXlll+ e CD68+ (P<0,05) e tanto para PLJ
guanto para PLA ndo houve associacdo destas displasias com a severidade (P=0,55
e P=0,87, respectivamente). A média do indice de Derkay para as amostras com
mitoses acima da camada basal e atipicas foi 10,65 (x 5,93), maior do que a média
das amostras que nao apresentavam esta caracteristica (8,02 = 4,64), sendo
estatisticamente significante (P=0,03). Amostras de PLA apresentaram maior
quantidade de células CD3+. CD8+ e MUM1+ (P<0,05). A presenca de CD15+ é
diretamente proporcional ao indice de Derkay (P<0,05), enquanto MUM-1 é
inversamente proporcional (P=0,01). Baseados nestes resultados, conclui-se que a
PL é mais severa no pacientes jovens;, mitoses atipicas e nas camadas mais
superiores do epitélio foram mais frequentes na PLJ e estas foram correlacionadas
com a maior severidade. As células inflamatorias também foram relacionadas a
severidade e diferiram entre os grupos PLJ e PLA.

Palavras-chave: Papilomatose laringea. Papilomavirus humano. Epidemiologia.
Imunologia.



El Achkar VNR. Clinical-pathological characterization of laryngeal papillomatosis.
[doctored thesis]. Sdo José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University (Unesp),
Institute of Science and Technology; 2018.

ABSTRACT

Laryngeal papillomatosis (LP) is a rare and serious disease, divided into two groups:
juvenile (JLP) and adult (ALP), both caused by the human papillomavirus (HPV). Its
course can be aggressive, with numerous relapses, risk of malignancy, pulmonary
dissemination and airway obstruction. To identify the most aggressive cases and
guide the treatments, laryngoscopic scales were developed, among them; the scale
developed by Derkay et al. (1998). The objective of this project was to characterize
LP and to correlate its clinical-pathological characteristics with Derkay's
laryngoscopic scale. The data and biopsies of 36 patients with JLP and 56 patients
with ALP were collected and analyzed by light microscopy. The patients were
separated into groups according to the Derkay indices: 220 for the most aggressive
and <20 for the less aggressive cases. Anti-Factor Xllla, CD3, CD4, CD8, CD15,
CD20, CD68, FoxP3 and MUM-1 immunohistochemical reactions were performed
and the inflammatory cells were quantified. All the clinical-pathological characteristics
and the results of the immunohistochemical reaction were compared between the
groups proposed using the Chi-Square test and correlated through the Spearman
correlation test. The significance level considered was 5%. When comparing
aggressivity between the JLP and ALP groups, the JLP group was considered more
aggressive (P = 0.02). Patients among the samples with score 220 had a higher
incidence of tracheostomy and severe respiratory distress. High-grade dysplasias
were associated with the presence of Factor XllI+ and CD68+ cells (P <0.05), and for
both JLP and ALP there was no association of these dysplasias with aggressivity (P
= 0.55 and P = 0.87, respectively). The mean of the Derkay index for the samples
with mitoses above the basal and atypical layer was 10.65 (+ 5.93), higher than the
mean of the samples that did not show this characteristic (8.02 + 4.64), (P = 0.03)
being statistically significant. The ALP samples showed higher quantities of CD3+
cells, CD8+ and MUML1+ (P <0.05). The presence of CD15+ is directly proportional to
the Derkay index (P <0.05), while MUM-1 is inversely proportional (P = 0.01). Based
on these results, it is concluded that LP is more aggressive in young patients;
atypical mitoses and in the uppermost layers of the epithelium were more frequent in
JLP and these were correlated with aggressivity. Inflammatory cells were also related
to aggressiveness and differed between the groups PLJ e PLA.

Keywords: Laryngeal papillomatosis. Human papillomavirus. Epidemiology.
Immunology.



1 INTRODUCAO

A papilomatose laringea (PL) € uma doenca grave que pode acarretar
dificuldade respiratoria com risco de 6bito por obstrucdo das vias aéreas (Aaltonen
et al., 2002). E considerada a manifestacdo clinica mais importante da infecgdo de
laringe por papiloma virus humano (HPV) (Aaltonen et al., 2002), sendo os tipos 6 e
11 de baixo risco de malignidade, os mais frequentes nos casos de PL recorrente
(Gerein et al., 2005). Pode ocorrer em duas formas clinicas: juvenil (PLJ) e adulta
(PLA), sendo a primeira de ocorréncia, predominantemente, antes dos 5 anos de
idade e sem preferéncia por sexo, e a segunda, prevalente em pacientes do sexo
masculino de 20 a 40 anos de idade (Richardson et al., 2017).

Os papilomas laringeos de inicio juvenil sdo associados aos HPVs
transmitidos por via vertical de uma mae com infecgcdo anogenital ativa ou latente,
embora o0 parto cesariano ndo proteja a crianca contra a doenca (Gale et al., 2005).
Para a PLA existe a hipétese de transmissdo orogenital, que é baseada no fato de
que a papilomatose da laringe e os condilomas genitais apresentam 0S mesmos
HPVs nas infec¢cdes associadas, HPVs 6 e 11, sendo o tipo 6 0 mais frequente
(Auborn et al., 1994; Aaltonen et al., 2002; Vancurova et al., 2002) embora o 11 seja
0 mais agressivo (Mounts, Kashima, 1984; Sanchez et al., 2012).

Heinzel et al. (1995) constataram a existéncia de variantes moleculares de
HPV-6, através da avaliacdo da sequéncia nucleotidica de isolados de diversas
regibes do mundo, porém nédo foi observada distribuicdo diferencial destas variantes
ao redor do mundo. Entretanto, foi constatada maior prevaléncia de variantes do
ramo B1 de HPV-6 em lesdes no 6rgao genital feminino, comparado com sua
presenca em lesGes na laringe, o que pode refletir uma diferenca bioldgica na
interacdo entre os virus e os epitélios de diferentes mucosas (Godinez et al, 2014).
Em papilomatose laringea recorrente os tipos de HPV de baixo risco, 6 e 11,
estiveram presentes em todas as amostras do estudo de Makiyama et al. (2013) e
em 62% nos estudos de Davids et al. (2014).

A identificacdo dos tipos de HPV pode fornecer respaldo cientifico para
incluir ou ndo a prevencao de papilomatose laringea nos programas de vacinagéo

contra esses tipos do virus, protegendo, principalmente, as mulheres e,
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subsequentemente, reduzindo a incidéncia de papilomatose laringea juvenil (Freed,
Derkay, 2006). Para os cancer cervical, j& foi comprovada a eficacia da vacina nove-
valente contra o HPV (tipos: 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58). Os resultados de um
estudo demonstraram que esta pode, potencialmente, fornecer uma cobertura mais
ampla e prevenir 90% dos casos de cancer cervical em todo o mundo (Huh et al.,
2017). Porém, mais estudos devem ser direcionados a esta relacado, visto que alguns
autores nao indicam a vacina contra HPV para prevencdo de lesdes em regido de
cabeca e pescoco (Wiezerbick et al., 2014).

Microscopicamente, a PL € caracterizada por multiplos papilomas, descritos
pela proliferacdo do epitélio escamoso estratificado queratinizado, disposto em
projecbes digitiformes com centros de tecido conjuntivo fibrovascular. A
hiperqueratose € minima. Ocasionalmente, alguns papilomas demonstram
hiperplasia da camada basal e atividade mit6tica elevada, o que pode fazer com que
a lesdo seja inadequadamente associada a um grau de displasia epitelial. Coil6citos,
células epiteliais claras alteradas pelo virus com o ndcleo pequeno e intensamente
corados (picnéticos), sdo algumas vezes observados nas porcfes mais altas da
camada espinhosa (Gale et al., 2005; Davids et al., 2014). Também pode haver a
presenca de disqueratose individual das células (Gale et al., 2005). Os eixos de
tecido conjuntivo podem apresentar alteracdo inflamatéria, dependendo da
guantidade de trauma ao qual € submetida (Gale et al., 2005).

A remissdo da PL pode ocorrer espontaneamente, porém, na maioria dos
casos é progressiva (Omland et al., 2014a). A progressao dos papilomas é lenta,
gerando uma sintomatologia progressiva de dificuldade respiratéria, disfonia e tosse
persistente (Vancurova et al., 2002). Sua progressdo pode acarretar obstrucdo da
via aérea e a disseminacao pulmonar, ambas as consequéncias fatais (Aaltonen et
al., 2002). A raridade da doenca pode retardar o diagndstico médico levando a
tratamentos inadequados (Fasunla, Lasisi, 2009). Geralmente, 100% das criancas
apresentam sintomas 2 anos antes do diagnostico de PLJ (Harris et al., 2012);
sendo cinco, dentre sete criancgas, tratadas para a asma. O diagndéstico tardio tem
inimeros efeitos sobre a crianca como o defeito na voz, o que pode levar a
diminuicdo do engajamento em atividades que envolvam a comunicagao (Albert et
al., 2008). A papilomatose juvenil pode ter sua remissao espontanea, mas tende a

ser progressiva, podendo levar a morte por asfixia. Estudos ressaltam a importancia
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de garantir que as criangas recebam uma alimentacédo adequada e tenham um estilo
de vida saudavel para prevenir a recorréncia da doenca apds o tratamento (Louw,
Claassen, 2008; Seedat et al., 2010), visto que ha correlacdo entre a baixa ingestao
do &cido félico com a infeccdo pelo HPV e a baixa ingestdo de zinco ao risco de
recidivas devido ao comprometimento do sistema imune. A terapia com &cido félico
como adjuvante evita a papilomatose recorrente, juntamente ao acido linoléico e o
acido eicosapentaenoico, podem melhorar o prognéstico dos pacientes (Louw,
Claassen, 2008).

Transformagfes malignas das papilomatoses laringeas foram descritas em
cerca de 1-5% dos casos (Hobbs, Birchall, 2004; Richardson et al., 2017). Shetty et
al. (2013) relataram um caso raro de disseminacdo de PLJ que progrediu para
carcinoma de es6fago. O HPV-11 foi considerado o mais prevalente nestas lesdes
(Hobbs, Birchall, 2004). Entretanto, o HPV-6 pode ser integrado ao gene AKR1C3 no
cromossomo 10pl15.1 em associacdo a delecdo da regido cromoss6mica 10pl4-
pl5.2 e silenciamento deste gene, como foi observado no estudo de um caso de
malignizacdo (Huebbers et al., 2013). Estes eventos foram muitos similares aos que
ocorrem com os HPVs de alto risco, visto que este gene codifica uma
hidroxiesterdide desidrogenase envolvida na regulacdo das concentracdes locais de
andrégenos e estrogénios, particularmente em tecidos como préstata, mama e
endométrio (Penning, Byrns, 2009). Ja foi demonstrado que o0s niveis de proteina
AKR1C1 e AKR1C3 sédo regulados positivamente sob a influéncia da proteina E6
HPV16 e sdo modulados pela proteina 16E6*I em céancer de colo do (utero,
implicando um papel distinto das AKR1Cs na carcinogénese relacionada ao HPV
(Wanichwatanadecha et al., 2012).

Os tratamentos incluem a utilizacdo de aciclovir, cidofovir, laser CO2,
microdebridacdo e coagulacdo com plasma de argbnio e interferon-a (IFN-a), e,
apresentam resultados variaveis (Snoeck et al., 1982; Preuss et al., 2007; Pudszuhn
et al.,, 2007). O interferon-a € administrado, especialmente para criangas, porque
nestes casos em particular, a PL é mais severa que nos casos adultos, com
recidivas frequentes e possibilidade da migracdo do virus para as partes inferiores
do trato respiratorio. O objetivo do tratamento € manter as vias aéreas livres e a
gualidade da voz (Thompson, 1997).

Existem escalas que auxiliam desde o planejamento quanto na avaliacdo da
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eficacia dos tratamentos, baseadas na severidade da doenca como por exemplo:
Voice Handicap Index-10 (VHI-10) (Rosen et al., 2004), Roughness, Breathiness,
Asthenia, Strain (GRBAS) (Kuet, Pitman, 2013) e a escala laringoscopica de Derkay
et al. (1998). Uma revisao sistematica demonstrou que a escala laringoscopica de
Derkay é a segunda mais utilizada nos estudos da PL, sendo que o método mais
utilizado € o visual (Drejet et al., 2017). A escala laringoscopica de Derkay baseia-se
nos dados clinicos como: dificuldade respiratoria, urgéncia cirargica, alteracdes na
voz e localizacdo do tumor, para obter uma pontuacdo. Sendo assim, utilizando-se
da escala de Derkay et al. (1998), os casos clinicos de papilomatose podem ser
diferenciados entre mais agressivos ou menos agressivos. Tal método foi utilizado
no presente estudo, para correlacionar as caracteristicas clinicopatolégicas e a
severidade da doenca.

Os revestimentos mucosos, como da laringe, por exemplo, estdo expostos a
varios carcindgenos nutricionais e ambientais, determinantes de lesfes tumorais
decorrentes de efeitos da infeccdo pelo HPV e mutagénese (Viliers et al., 1985;
Scully, 2002). A colonizacdo da orofaringe por HPV pode ocorrer, provavelmente,
devido a justaposicdo entre o epitélio escamoso estratificado e o tecido linfatico
semelhante ao do trato genital (EI-Mofty, Lu, 2003; Kreimer et al., 2005; Heck et al.,
2010), invaginacdo de criptas que promovem ampla superficie epitelial e mucosa
nao queratinizada que facilita 0 acesso viral as células basais (Kreimer et al., 2005;
Heck et al.,, 2010). Adicionalmente, receptores de membrana com afinidade
especifica para moléculas virais podem estar presentes nestas regibes (Godinez et
al., 2014).

As células dendriticas detém a capacidade de serem ativadas pelo HPV
(Kovalenko et al., 2009). Um subtipo de células dendriticas (DC) migratérias, as
Células de Langerhans (LC), sdo especializadas na captacdo, transporte,
processamento e apresentacdo de antigenos as ceélulas T. Na PL recorrente, a LC
imatura (LCi) é caracterizada pela expresséo positiva de CD1a e langerina (CD207)
e expressdo negativa de CD14 e CD83 (DeVoti J et al., 2014). Nos achados de
Kovalenko et al. (2009), a severidade da PL foi correlacionada a maior quantidade
de DC maduras CD83+ no epitélio, podendo ser uma evidéncia do comprometimento
da migracao dessas células com sua retencdo na camada epitelial.

A resposta das LCi pode estar diminuida nos papilomas, pois os HPVs
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podem interferir na liberagdo de IL-36y a partir dos queratindcitos infectado (DeVoti J
et al., 2014). A diminui¢cédo da liberacéo de IL-36y esta correlacionada com o fenétipo
mais agressivo da PL por contribuir para a ineficiéncia da resposta imune adaptativa
contra o virus (DeVoti J et al., 2014). Na PL, o desequilibrio entre a resposta imune
Th-1 e Th-2 pode contribuir para a persisténcia da infec¢do e recorréncia da doenca
(DeVoti JA et al.,, 2008). Sabe-se que a interacdo entre a neoplasia e o
microambiente tumoral € muito mais dindmica e complexa do que previamente
sugerido. As células neoplasicas produzem varios fatores que interagem com as
células vizinhas e modulam suas fungcbes em sua propria vantagem (Katara et al.,
2014).

Notando o importante papel da inflamacao, ou a escassez desta, relacionada
a referida doenca, este projeto visa identificar possiveis diferencas na populacdo de
células inflamatorias, que secretam citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias, entre
pacientes que apresentaram baixo e alto indice de Derkay et al. (1998). A escala foi
utilizada também para comparar tanto as caracteristicas clinicas, quanto as
microscopicas, além de auxiliar na comparacéo entre a PL juvenil e adulta.

Os resultados podem contribuir para detectar fatores progndsticos, que
levam ao reconhecimento precoce de casos agressivos, determinando também
possiveis causas que levam ao comportamento variado desta doenca que pode

ocorrer em casos isolados, multiplas recidivas ou remissao espontanea.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

Descrever as caracteristicas clinicas e microscopicas da PL e determinar
possiveis fatores prognosticos, que contribuem para sua severidade, desde o seu

diagnéstico.

2.2 Objetivos especificos

Os obijetivos especificos serao:

e Analisar a expressdo proteica das células inflamatorias na PLJ e PLA
(Fator Xllla, CD3, CD4, CD8, CD15, CD20, CD68, FoxP3 e MUM-1);

e Correlacionar os dados clinico-patolégicos e o0s resultados imuno-
histoquimicos com a severidade determinada pela escala laringoscépica
de Derkay et al. (1998).



3 MATERIAL E METODOS

O projeto esta aprovado no Comité de Etica em Pesquisa sob o protocolo:
CAAE: 50419615.1.0000.0077 no Instituto de Ciéncia e Tecnologia de S&o José dos
Campos/UNESP (ANEXO A). Foi contemplado pelo auxilio FAPESP processo
2016/24019-0.

3.1 Coleta de dados e amostras

Apoés aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa, amostras retrospectivas
de PLJ e PLA foram coletadas em diferentes centros: 3 amostras do Ambulatorio de
Otorrinolaringologia Pediatrica da Escola Paulista de Medicina/lUNIFESP, 70 da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/USP e 19 do Centro Clinico de Cabeza y
Cuello da Guatemala. Totalizando 36 amostras de PLJ e 56 amostras de PLA, sendo
46 do Brasil e 10 da Guatemala (Tabela 1), o periodo da coleta das amostras
abrange desde 1997 ao ano de 2016.

Foram incluidas amostras cujos blocos parafinados das biépsias ou pecas
cirirgicas estavam disponiveis e aquelas que os dados necessarios constavam em
prontuarios clinicos e laudos. Os dados clinicos tais como: idade, sexo, localizacédo
das lesdes, recidivas, sinais e sintomas foram coletados a partir dos prontuarios
médicos dos pacientes. Pacientes com idade 216 anos foram incluidos no grupo de
PLJ e >16 anos no grupo PLA (Hester et al., 2003).

Tabela 1 - Amostras coletadas nos paises Brasil e Guatemala

Grupos Brasil Guatemala Total
PLJ 27 9 36
PLA 46 10 56
Total 73 19 92

Fonte: Elaborada pela autora.

As laminas de H&E, obtidas de bidpsias ou pecas cirargicas, foram



revisadas e descritas observando-se caracteristicas tais como: morfologia da
proliferagcdo epitelial, coilocitose, disqueratose, mitoses, displasia epitelial e
intensidade da inflamacédo. As displasias foram classificadas por 2 avaliadores
independentes, submetidas ao teste de concordancia e agrupadas em baixo e alto

grau de malignidade de acordo com critérios de Gale et al. (2017):

a) Displasia epitelial de baixo grau: atipias e anormalidades estruturais
restritas ao terco inferior do epitélio, acompanhadas de poucas atipias
celulares. Estratificacdo epitelial sem alteragbes, aumento da camada
basal, raras mitoses e poucas células disqueratéticas;

b) Displasia epitelial de alto grau: atipias e anormalidades estruturais a partir
do terco médio do epitélio. Deve ser levado em consideracdo o grau de
atipia citolégica, mitoses acima da camada suprabasal e atipicas, células

apoptoticas e disqueratéticas mais frequentes.

Além disso foi aplicada a escala laringoscopica de Derkay et al. (1998), para
obter a pontuacdo (score) de cada caso, somente para 0S casos que continham
todos os dados para a obtencdo deste (APENDICE A). As amostras foram
separadas em grupos para distinguir os casos de maior severidade (score=20) e
menor severidade (score<20) (Hester et al., 2002; Matos et al., 2013) e compara-los

histopatologicamente.

3.2 Construgao do Tissue micro-array (TMA)

Apos a revisdo morfologica de todos os casos encontrados, foram
demarcadas regides tumorais de pelo menos um bloco original de cada caso e foram
selecionadas 4 areas de cada caso, onde houvesse a area representativa para
inflamacéo, assim descriminadas: predominantemente epitelial e,
predominantemente, tecido conjuntivo subjacente.

Cilindros de tecido (cores) dos blocos de parafina originais (doadores) foram
retirados com agulhas especiais de 1 mm de diametro e inseridos, de forma

ordenada, em um bloco receptor de resina sintética (Histosec@, Merck), utilizando
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um equipamento manual ou arrayer (Beecher Instrumedics, Microarray Technology)
(Figura 1). Cortes de 4 um foram realizados a partir do bloco TMA, totalizando 20
cortes, recolhidos com o auxilio de filme aderente comercial (Instrumedics) e
montados sobre laminas comerciais com adesivo (Starfrost@, Instrumedics) e/ou
carregadas positivamente (Superfrost Plus@, Erviegas). O tecido foi fixado através
da exposicao das laminas a luz ultra-violeta por 15 minutos e o adesivo plastico foi
removido com solvente nao clorinado (TPC@, Instrumedics). As laminas foram
identificadas e armazenadas a -20°C para posteriormente se realizarem as reacdes

imuno-histoquimicas.

Figura 1 - Demonstracdo das areas selecionadas e perfuradas para composi¢ao do
TMA
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Legenda: A) imagem demonstrando as demarcacgdes feitas nas laminas de H&E; em vermelho foram
marcadas as areas de tecido conjuntivo e em azul as areas de epitélio, em seguida estas marcacdes
foram espelhadas no bloco de parafina para sua perfuracéo; B) equipamento utilizado para confeccéo
do bloco TMA, perfuracdo do bloco doador e insercdo no bloco receptor (Beecher Instrumedics,
Microarray Technology); C) mapa indicando os respectivos casos ordenados no bloco receptor; D)
fotomicrografia em menor aumento da lamina de TMA corada em H&E.

Fonte: Elaborada pela autora.
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3.3 Imuno-histoquimica

Das 20 laminas obtidas a partir do TMA, 9 foram escolhidas de forma que os
cortes selecionados foram: o primeiro, 0 vigésimo, o segundo, o décimo nono, o
terceiro, 0 décimo oitavo e assim sucessivamente. Foram realizadas as reacdes
imuno-histoquimicas para as proteinas a serem avaliadas em todos os casos

coletados (Quadro 1).

Quadro 1 — Anticorpos e suas respectivas células a serem marcadas

Anticorpo Tipo de célula inflamatoria
CD3 CélulaT

CD4 Célula T auxiliar

Xllla Células dendriticas

CD8 Célula T citotéxica

CD20 Células B

CD68 Macréfagos

CD15 Neutrofilos

MUM-1 Plasmécitos

FoxP3 Células T regutatérias

Fonte: Elaborado pela autora.

As laminas de TMA silanizadas (Starfrost Knitell, Brasil) foram pré-aquecidas
a 56°C durante 24 horas, desparafinizadas e re-hidratadas em solugdes de etanol
graduadas. A recuperacdo dos antigenos foi realizada numa panela de pressao
Pascal (DakoCytomation, Dinamarca), a 125°C, por 4 minutos, em solucéo de acido
citrico a 10 mM (pH 6,0) ou Trilogy (Cell Margue, Darmstadt, Germany). A
peroxidase endogena foi bloqueada com 2 banhos de peréxido e hidrogénio 6%, 20
volumes (Merck, Brasil) durante 20 minutos cada a temperatura ambiente, seguido
por uma lavagem com 10 mM de solucdo salina tamponada com fosfato (pH 7,4)
durante 5 minutos. As incubagBes com 0s anticorpos primarios contra: Fator Xllla,
CD3, CD4, CD8, CD15, CD20, CD68, FoxP3 e MUM-1 foram feitas nos tempos e

diluicdes indicados no quadro 2. As reacbes foram desenvolvidas com EnVision
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(Dako Cytomation, Dinamarca) e Vvisualizadas usando o cromégeno DAB
(diaminobenzidina, DakoCytomation, Dinamarca). Os cortes foram contrastados com
hematoxilina de Mayer. Os controles positivos e negativos foram incluidos em todas

as reacdes (Quadro 2).

Quadro 2 — Anticorpos primérios utilizados, diluicdo, clone, controle positivo, controle

negativo e marca

Anticorpo Diluicdo | Clone Controle Controle Fabricante
positivo negativo

CD3 1:100 Policlonal Tonsila Placenta DakoCytomation
CD4 1:500 4B12 Tonsila Placenta Leica Biosystems
Xllla 1:100 E980.1 Placenta Placenta Leica Biosystems
CD8 1:100 C8/144B Tonsila Placenta DakoCytomation
CD20 1:400 L26 Linfonodo Placenta DakoCytomation
CcDe68 1:3000 KP1 Tonsila Placenta DakoCytomation
CD15 1:40 BY87 Tonsila Placenta Leica Biosystems
MUM-1 1:100 EAU32 Tonsila Placenta Leica Biosystems
FoxP3 1:100 SP97 Tonsila Placenta Spring Bioscience

Legenda: DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca; Leica Biosystems, Wetzlar, Alemanha; Spring
Bioscience, Pleasanton, Califérnia
Fonte: Elaborado pela autora.

3.4 Contagem de células

A marcacdo membranosa e/ou citoplasmatica e/ou nuclear foi quantificada
pelo pesquisador, em contagem cega, sem o conhecimento da distincdo dos grupos
e amostras. As laminas de TMA foram escaneadas, para isto foi utilizado o aparelho
Pannoramic DESK (3DHistech®, Budapest, Hungria). Para a contagem, foi utilizado o
programa Pannoramic Viewer (3DHistech®, Budapest, Hungria). Cinco &reas
representativas foram escolhidas para a contagem em aumento de 40x. Para os
resultados foram levados em consideragcdo os numeros obtidos a partir da média
desta contagem (Vorobjoba et al., 2016; Du et al., 2017).
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3.5 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no Software GraphPad Prism
version 7.00 (La Jolla, California-USA). Os resultados finais foram apresentados com
média, desvio padrdo (DP) e porcentagem (%). As diferencas foram testadas pelo
teste t ou g-quadrado (x°) e correlacionadas pelo teste de Spearman. Somente 0s

resultados de P<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Estudo clinico e epidemiolbgico

A partir dos dados clinicos, para o grupo juvenil, obteve-se a idade média de
4,94 anos de idade, variando de 1 a 15 anos (Figura 2), com a ocorréncia de 18
(50,00%) casos em pacientes do sexo masculino e 18 (50,00%) casos do sexo
feminino (proporcédo de 1:1). Em 19 (57,57%) dos casos ocorreram recidivas, em 6
(18,18%) houve necessidade de realizar tragueostomia, 6 (16,67%) pacientes
receberam algum tratamento adjuvante e 1 (2,78%) paciente estava recebendo
tratamento para asma (Figura 3).

A média de idade do grupo adulto foi 41,62 anos, de 19 a 74 anos (Figura 2),
24 (50%) pacientes tinham mais de 40 anos, com a ocorréncia de 41 (73,21%) casos
em pacientes do sexo masculino e 15 (26,78%) casos no sexo feminino (proporcao
de 1:2,73). Ocorreram recidivas em 21 (45,65%) casos, em 2 (4,34%) casos houve
necessidade de realizar a traqueostomia (Figura 3).

Em 1 (2,17%) caso ocorreu transformacdo maligna, em paciente do sexo
masculino, aos 47 anos, com diagnéstico de PL e Carcinoma de Células Escamosas
(CEC), simultaneamente, apds apresentar 4 meses de sintomas. O paciente ndo era
fumante e foi constatada presenca de HPV de alto risco (16/18). Também entre os
casos de pacientes adultos havia 2 (4,34%) casos em gue 0S pacientes eram
portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV).

As comparacdes entre as amostras dos paises encontram-se na Tabela 2,
onde nota-se que a incidéncia de PLA nas mulheres da Guatemala (60,00%) foi

estatisticamente significante (P<0,05) maior do que no Brasil (19,57%).
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Figura 2 — Gréfico demonstrando a mediana e desvio padrao para idade dos grupos

PLJ (4,94+3,30) e PLA (41,62 +14,01)
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 3 — Gréafico demonstrando a porcentagem total dos casos de PLJ e PLA e
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 2 - Resultados estatisticos dos dados clinicos e demogréaficos de ambos
grupos PLJ e PLA (Brasil x Guatemala)

Dados Brasil Guatemala Total P(teste t)

PLJ Médiaidade +tDP 4,77+0,62 5,44+1,21 4,94+3,30 0,60
n (%) T n (%) T n (%) T

Sexo Feminino 13 (48,15) 27 5 (55,55) 9 18(50,00) 36 0,70

Sexo Masculino 14 (51,85) 27 4 (44,44) 9 18(50,00) 36

Recidivas 12 (50,00) 24 7 (77,78) 9 19(57,57) 33 0,15

Traqueostomia 4 (16,67) 24 2(22,22) 9 6(18,18) 36 0,71

Trat. adjuvante 6 (22,22) 27 0(0) 9 6(6,67) 36 0,12

Obito 1(3,70) 27 0(0) 9 1(2,78) 36 0,55
PLA Média de idade 40,59 42,71 41,62 0,70

+2,05 +4,86 +14,01

Sexo Feminino 9 (19,57) 46 6 (60,00) 10 15(26,78) 56 P<0,05

Sexo Masculino 37 (80,43) 46 4 (40,00) 10 41(73,21) 56

Recidiva 21 (45,65) 46 * *  21(45,65) 46

Traqueostomia 2 (4,34) 46 * * 2(4,34) 46

Trat. Adjuvante 2 (4,34) 46 * *  2(4,34) 46

Obito 1(2,17) 46 * *1(2,17) 46

Legenda: T=total de amostras e *=dados indisponiveis.
Fonte: Elaborada pela autora.

Quanto ao indice de Derkay, a média para o grupo PLA foi 8,26 (min. 3 e
max. 27) e 10,97 (min. 4 e max. 31) para o grupo PLJ sendo estatisticamente
significante para o teste t com P=0,02 (Tabela 3) e para o teste de correlagédo de
Spearman (P<0,05). Este ultimo demonstrou que quanto menor a idade maior o
indice de Derkay, ou seja, maior a severidade (Figuras 4 e 5).

Dentre os casos coletados houve acometimento da laringe e da orofaringe
(Figuras 6 e 7), com lesbes em palato mole (1,08%), faringe (1,08%) e base de
lingua (1,08%). Os sitios mais acometidos foram as cordas vocais verdadeiras em
PLJ (50,24%), seguido das cordas vocais falsas (12,68%), sendo que 0s pacientes

adultos séo os mais acometidos nas cordas vocais verdadeiras (P<0,05).
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Figura 4 — Gréfico demonstrando a média e desvio padrdo para o indice de Derkay

dos grupos PLJ (10,97 + 1,06) e PLA (8,26 + 0,65)
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 5 — Grafico a correlacdo da idade de ambos grupos com o indice de Derkay
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Fonte: Elaborada pela autora.



Figura 6 — Fotografia clinica de lesdes papilomatosas em palato mole de paciente
com PLJ

Fonte: Roman Carlos Bregni, Centro Clinico de Cabeza y Cuello da Guatemala.

Figura 7 — Fotografia clinica, pré cirdrgica, obtida através de camera de
laringoscopia, de lesbes papilomatosas cordas vocais, bilateralmente, e comissura

anterior

Fonte: Roman Carlos Bregni, Centro Clinico de Cabeza y Cuello da Guatemala.

Os sitios mais acometidos foram as cordas vocais em PLJ, n=41 (39,81%), e
PLA, n=62 (60,19%), sendo que os pacientes adultos sdo os mais acometidos nas

cordas vocais (P<0,05) (Tabela 3). A média do indice de Derkay para 0s casos com
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mais de uma corda vocal acometida (11,23 + 0,83) foi significativamente maior
(P<0,05) do que a média para 0os casos com apenas uma corda vocal acometida
(6,08 + 0,59), independente da idade.

Tabela 3 - Resultados estatisticos para as caracteristicas clinicas da PLJ e PLA

Dados PLJ PLA P
Score (Média + DP) 10,97 + 1,06 8,26 + 0,65 P<0,05
Localizagéo n (%)

Cordas Vocais 41 (39,81) 62 (60,19) P<0,05
Outros sitios 65 (63,73) 37 (36,27)

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2 Comparacdao histopatolégica dos grupos PLJ e PLA

Quanto a relacao entre as caracteristicas histopatoldgicas e os grupos PLJ e
PLA (Tabela 4 e Figura 8), as amostras de PLJ apresentaram maior incidéncia de
células coilociticas (P<0,05) e mitoses nas camadas mais altas do epitélio ou
atipicas (P<0,05) (Tabela 3). Enquanto as amostras de PLA apresentaram maior
incidéncia de descoesdo (P<0,05), disqueratose (P<0,05) e hipercromasia das
células basais (P<0,05). A média do indice de Derkay para as amostras com mitoses
acima da camada basal e atipicas foi 10,65 (+ 5,93), jA a média para amostras que
ndo apresentavam esta caracteristica foi 8,02 (x 4,64), com diferenca
estatisticamente significante (P=0,03) (Figura 9). A inflamac¢do Fotomicrografias das
caracteristicas histologicas de amostras de cada grupo podem sem observadas na

figura 10.



Tabela 4 - Resultados estatisticos para as caracteristicas histologicas da PLJ e PLA

Dados PLJ PLA P
Caracteristicas microscopicas n (%) n (%)

Queratose 20 (55,56) 16 (35,56) 0,07
Descoesao 18 (50,00) 36 (80,00) P<0,05
Coilocitose 34 (94,44) 20 (44,44) P<0,05
Disqueratose 2 (5,56) 15 (33,33) P<0,05
Mitoses altas ou atipicas 18 (50,00) 10 (22,22) P<0,05
Hipercromasia basal 18 (50,00) 38 (84,44) P<0,05
Displasia n (%) n (%)

Ausente ou leve 34 (94,44) 44 (97,78) 0,42
Moderada ou grave 2 (5,56) 1(2,22)

Total

36 (100%)

45 (100%)

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 8 — Gréafico demonstrando em porcentagem (%) as diferencas histolégicas
entre os grupos PLJ e PLA
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 9 — Grafico da média e desvio padréo do indice de Derkay, comparando

auséncia (8,02+4,64),e a presenca (10,65+5,93) de mitoses altas e atipicas
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 10 — Fotomicrografias de amostras de pacientes juvenis e adultos

= W e ¢ %
Legenda: Proliferacdo papilar de epitélio escamoso em A: amostras pacientes juvenis e B: adultos;
em C: células semelhantes a coildcitos sdo observadas nas camadas superiores do epitélio; em D:
amostra de paciente adulto notam-se células em queratinizagdo individual; em E: mitoses acima da
camada basal e atipicas também sdo observadas em pacientes juvenis; em F: escassas mitoses e
epitélio apresentando descoesdo das células sdo encontrados nos pacientes adultos.

Fonte: Elaborada pela autora.

4.3 Estudo clinico e histopatolégico dos sub-grupos <20 e 220

Ao comparar as ocorréncias de Obito, malignizacdo, recidivas,
tragueostomias e dados complementares ao indice de Derkay et al. (1998)
observou-se diferenca estatistica para a dificuldade respiratéria (P=0,01) e
tragueostomia (P<0,05) no grupo PLJ. Nao houve associacdo entre o grau de
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displasia e a severidade da doencga, tanto para PLJ (P=0,55) quanto para PLA e

(P=0,87). As demais caracteristicas histologicas também ndo apresentaram

diferencas estatisticamente significantes entre os sub-grupos <20 e 220 (Tabela 5 e

6)

Tabela 5 - Caracteristicas clinicas e histolégicas entre os sub-grupos <20 e 220, da

PLJ
Dados Derkay <20 Derkay 220 P
Idade (Média + DP) 5,21 +0,62 3,3+0,53 0,23

n (%) n (%)
Dificuldade resp. 13 (41,93) 5 (100) P<0,05
Voz anormal 29 (83,87) 5 (100) 0,58
Presenca de ruido 19 (61,29) 5 (100) 0,08
Recidivas 16 (51,61) 3 (60) 0,72
Traqueostomia 2 (6,45) 4 (80) P<0,05
Malignizacao 0 (0,00) (0,00) -
Obito 0 (0) 1 (25) -
Microscopia n (%) n (%)
Queratose 19 (61,29) 1 (20,00) 0,08
Descoesao 16 (51,61) 2 (40,00) 0,62
Coilocitose 29 (93,55) 5 (100,00) 0,55
Disqueratose 2 (6,45) 0 (0,00) 0,55
Mitoses altas 17 (54,84) 1 (20,00) 0,14
Displasia de baixo grau 29 (93,55) 5 (100) 0,55
Displasia de alto grau 2 (6,45) 0 (0,00)
Total 31 (100%) 5 (100%)

Legenda: Dificuldade resp.: dificuldade respiratéria severa ou extrema.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 6 - Caracteristicas clinicas e histolégicas entre os sub-grupos <20 e 220 da

PLA
Dados Derkay <20 Derkay 220 P
Idade (Média + DP) - - -

n (%) n (%)

Dificuldade resp. 0 (0) 0 (0,00) -
Voz anormal 45 (100) 1 (100,00) -
Presenca de ruido 3 (6,67) 0 (0,00) 0,78
Recidivas 20 (42,55) 1 (100,00) 0,27
Traqueostomia 1(2,22) 1 (100,00) -
Malignizagéo 1(2,22) 0 (0,00) 0,88
Obito 1(2,22) 0 (0,00) 0,88
Microscopia
Queratose 16 (36,36) 0 (0,00) 0,45
Descoesdao 35 (79,55) 1 (100,00) 0,61
Coilocitose 19 (44,68) 1 (100,00) 0,25
Disqueratose 15 (34,09) 0 (0,00) 0,47
Mitoses altas 10 (22,73) (0,00) 0,58
Displasia de baixo grau 43 (97,73) 1 (100,00) 0,87
Displasia de alto grau 1(2,27) 0 (0,00)
Total 44 (100%) 1 (100%)
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Legenda: Dificuldade resp.: dificuldade respiratéria severa ou extrema; Hiper. basal: hipercromatismo
basal; Infl. aus. ou dis.: inflamac&o discreta ou ausente; Infl. mod. ou int.: inflama¢éo moderada ou
intensa.

Fonte: Elaborada pela autora.

4.4 Correlacdes das células inflamatérias e as caracteristicas clinicas e
histologicas

A média da quantificacdo das células foi utilizada para comparar 0s grupos
PLJ e PLA (Tabela 7), para correlacionar a idade e o indice de Derkay com a
guantidade das células inflamatérias (Tabelas 8 e 9) e, também, para correlacionar

as células inflamatérias entre si (Figuras 11 e 12).



Tabela 7 - Tabela da média e desvio padrdo da quantificacdo total das células
inflamatorias e resultado da comparacgéao entre PLJ e PLA

Células PLJ (Média+DP)  PLA (Média + DP) P
CD3+ 10,55 + 6,97 23,35 + 18,59 P<0,05
CD4+ 4,07 + 3,35 7,08 £ 7,27 0,23
Che+ 3,09 + 3,90 9,94 + 11,39 P<0,05
CD15+ 5,33 £ 5,72 4,89 + 4,87 0,87
CD20+ 1,34 + 2,12 4,18 + 10,26 0,33
CDég+ 5,21 + 4,21 4,20 + 2,99 0,28
Fator Xllla+ 3,09 + 3,90 2,84 +2,36 0,49
FoxP3+ 3,45 + 4,16 5,50 + 7,91 0,42
MUMZ+ 2,62 + 5,54 12,24 + 15,30 P<0,05

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 8 - Teste de correlacdo da Spearman entre a idade e a quantidade de células

Células n Spearman r P
CD3+ 77 0,38 P<0,05
CD4+ 78 0,20 0,07
CD8+ 76 0,39 P<0,05
CD15+ 79 -0,05 0,63
CD20+ 77 0,28 0,01
CD68+ 77 -0,03 0,77
Fator XIll+ 78 0,26 0,02
FoxP3+ 77 0,14 0,19
MUM1+ 76 0,57 P<0,05

Legenda: valores de Spearman r negativos representam relacéo inversamente proporcional,
enquanto valor positivo demonstra rela¢éo proporcional
Fonte: Elaborada pela autora.



Tabela 9 - Teste de correlacdo da Spearman entre o indice de Derkay e a

quantidade de células

Células n Spearman r P
CD3+ 77 0,02 0,80
CD4+ 78 -0,07 0,53
CD8+ 76 -0,16 0,15
CD15+ 79 0,32 P<0,05
CD20+ 77 -0,13 0,22
CD68+ 77 -0,00 0,97
Fator X+ 78 -0,11 0,29
FoxP3+ 77 -0,08 0,46
MUM1+ 76 -0,28 0,01

Legenda: valores de Spearman r negativos representam relacéo inversamente proporcional,
enquanto valor positivo demonstra rela¢éo proporcional
Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 11 - Resultado das correlacdes entre as células inflamatérias dos grupo PLJ

(teste de Spearman)

PLJ CD3 CD4 CD8 CD15 CD20 CD68 Fator Xlll | FoxP3 |MUM1
CD3 P=0,36 | P=0,58 | P=0,97 | P=0,86 - P=0,94 | P=0,16 | P=0,08
CD4 P=0,36 + P=0,73 + P=0,27 P=0,05 | P=0,06 +
CD8 P=0,58 + P=0,15 + P=0,52 + P=0,12 +
CD15 P=0,97 | P=0,73 | P=0,15 P=0,61 + P=0,56 + P=0,98
CD20 P=0,86 + + P=0,61 + + + +
CD68 - P=0,27 | P=0,52 + + + + +
Fator XIll | P=0,94 | P=0,05 + P=0,56 + + + +
FoxP3 P=0,16 | P=0,06 | P=0,12 + + + + +
MUM1 P=0,08 + + P=0,98 + + + +

Legenda: +: correlacéo positiva dos casos em que P<0,05, -: correlagcdo negativa dos casos em que

P<0,05.

Fonte: Elaborada pela autora.



Figura 12 - Resultado das correlacdes entre as células inflamatérias dos grupo PLA

(teste de Spearman)

PLA CD3 CD4 CD8 CD15 CD20 CD68 Fator XIIl | FoxP3 | MUM1
CD3 + + + + + + + +
Ch4 + + P=0,10 + + + + +
CD8 + + P=0,15 + + + + +
CD15 + P=0,10 | P=0,15 P=0,07 + + + P=0,06
CD20 + + + P=0,07 + + + +
CD68 + + + + + + + +
Fator XiIll + + + + + + + +
FoxP3 + + + + + + + +
MUM1 + + + P=0,06 + + + +

Legenda: +: correlacéo positiva dos casos em que P<0,05, -: correlagcdo negativa dos casos em que
P<0,05.
Fonte: Elaborada pela autora.

As células inflamatérias foram comparadas em relacdo a sua localizacao,
epitélio e conjuntivo, dentre as amostras de cada grupo. No grupo PLJ a distribuicao
celular foi predominantemente no tecido conjuntivo de células positivas para: FoxP3,
MUML1, Fator Xllla, CD68, CD20 e CD4 (P<0,05). Para as células positivas para CD3,
CD8 e CD15 nao houve diferenca estatisticamente significante (P=0,72, P=0,21 e
P=0,87, respectivamente). Quanto a marcacao positiva de células no epitélio e no
conjuntivo, no grupo PLA a distribuicéo foi predominantemente no tecido conjuntivo
para: CD3, CD4, CD15, CD20, CD68, FatorXllla, MUM1 e FoxP3 (P<0,05). As
células CD8+ estiveram presentes em igual quantidade, tanto no epitélio quanto no
tecido conjuntivo (P=0,22).

Além disso, a média da quantidade de células inflamatérias foi
correlacionada a idade (Tabela 10) e ao indice de Derkay (Tabela 11), conforme sua
localizacé@o. A idade foi correlacionada a presenca de células marcadas por CD3 e
CD8, em epitélio e conjuntivo; e CD20 e MUM1, somente em conjuntivo, nestes
casos, quanto maior a idade maior a quantidade de células inflamatorias (Figuras 13,
14, 15 e 16). O indice de Derkay foi correlacionado, independente da idade, com a
presenca de células positivas para MUM1, CD15 e Fator Xlll; sendo que, para CD15

e Fator Xlll, em epitélio, quanto maior a quantidade de células maior o indice e
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Derkay e para MUML1, em conjuntivo, quanto maior a quantidade de células, menor o

indice (Figuras 17, 18 e 19).

Tabela 10 - Teste de correlacdo de Spearman entre a idade e a quantidade de

células para cada localizacéao

Células Localizacéo n Spearman r P
CD3+ Epitélio 76 0,28 P<0,05
Conjuntivo 72 0,41 P<0,05
CD4+ Epitélio 77 0,08 0,46
Conjuntivo 69 0,81 0,12
CD8+ Epitélio 73 0,40 P<0,05
Conjuntivo 68 0,27 P<0,05
CD15+ Epitélio 76 -0,13 0,22
Conjuntivo 69 0,04 0,69
CD20+ Epitélio 74 0,17 0,13
Conjuntivo 72 0,24 0,03
CD68+ Epitélio 74 -0,13 0,26
Conjuntivo 71 0,01 0,93
Fator XIl+ Epitélio 75 -0,10 0,36
Conjuntivo 69 0,13 0,27
FoxP3+ Epitélio 74 0,15 0,17
Conjuntivo 63 0,22 0,07
MUM1+ Epitélio 73 0,10 0,36
Conjuntivo 73 0,57 P<0,05

Fonte: Elaborada pela autora.



Tabela 11 - Teste de correlacdo de Spearman entre a pontuacdo do indice de

Derkay e a quantidade de células para cada localizacéo

Células Localizagéo n Spearman r P
CD3+ Epitélio 76 0,00 0,94
Conjuntivo 72 -0,22 0,05
CD4+ Epitélio 77 0,04 0,72
Conjuntivo 69 -0,17 0,14
CD8+ Epitélio 73 -0,22 0,06
Conjuntivo 68 -0,17 0,16
CD15+ Epitélio 76 0,35 P<0,05
Conjuntivo 69 0,21 0,07
CD20+ Epitélio 74 -0,09 0,41
Conjuntivo 72 -0,14 0,23
CD68+ Epitélio 74 -0,01 0,90
Conjuntivo 71 -0,06 0,57
Fator XIl+ Epitélio 75 0,27 0,01
Conjuntivo 69 -0,16 0,18
FoxP3 Epitélio 74 -0,17 0,13
Conjuntivo 63 -0,11 0,36
MUM1 Epitélio 73 -0,11 0,31
Conjuntivo 73 -0,32 P<0,05

Fonte: Elaborada pela autora.



Figura 13 — Grafico da correlagédo de células CD3+ e a idade
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 14 — Grafico da correlacdo de células CD8+ e a idade

100
80
+
8 60 —
o
w
8
=]
2 40 u
o
* o
*

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 15 — Gréfico da correlacdo da quantidade de células CD20+ e a idade
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 16 — Grafico da correlagédo de células MUM1+ e a idade
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 17 — Grafico da correlagédo de células CD15+ e
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 18 — Grafico da correlacdo de células FatorXllla+ e o indice de Derkay
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 19 — Gréfico da correlacdo de células MUM1+ e o indice de Derkay
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Fonte: Elaborada pela autora.

Quanto a ocorréncia de recidivas e a presenca das células inflamatérias, os
casos de PLA que recorreram apresentavam maior quantidade (P=0,02) de células
inflamatoérias positivas para CD20 (0,35 + 0,44) no epitélio, que 0s casos sem
recidivas (0,10 = 0,23). As demais células inflamatdrias ndo demonstraram relacéo
com 0s casos que recidivaram.

Os subgrupos Derkay <20 e =20, independentemente da idade, também
foram correlacionados a presenca das células inflamatdrias. As marcacdes celulares
gue apresentaram diferenca estatisticamente significante foram: CD3+ no conjuntivo
(P=0,04), sendo o0 grupo mais agressivo apresentava menor quantidade de células
(6,11 + 3,08) que o0 grupo menos agressivo (26,29 + 28,32) e CD15 no epitélio
(P=0,02), onde o grupo mais agressivo apresentava maior quantidade de células
(8,80 + 6,65) que grupo menos agressivo (3,92 + 5,10). Também foram testadas as
células inflamatérias e o grau de displasia epitelial. Os resultados estatisticamente
significantes encontram-se na tabela 12.

As figuras 20, 21 e 22 representam os achados imunohistoquimicos obtidos

a respeito das células inflamatorias dos grupos PLJ e PLA.
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Tabela 12 - Tabela com o resultado do teste t, comparando as amostras de displasia

de baixo grau e alto grau com a presenca das células inflamatorias

) Baixo grau Alto grau
Celulas o o P
(Média £ DP) (Média £ DP)

Fator XIlI+ (Epitélio) 0,20 £ 0,33 0,33+0,16 0,04
Fator Xlll+ (Conjuntivo) 5,70 £ 5,78 11,80 + 8,10 0,03
CD3+ (Epitélio) 13,11 + 9,57 5,86 + 3,30 0,02
CD8+ (Epitélio) 7,68 +7,89 2,93 + 3,30 0,05
CD68+ (Conjuntivo) 7,29 +9,77 10,80 + 6,15 0,04

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 20 - Fotomicrografias para demonstrar as marcagdes dos anticorpos CD20 e
MUM1 nas amostras de PLJ e PLA

Papilomatose Laringea Juvenil Papilomatose Laringea Adulta
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Legenda: auséncia de células CD20+ (A) e auséncia de células MUM1+ (C) em amostras de PLJ. Em
amostras de PLA notam-se: auséncia de células CD20+ (B) e células MUM1+ (D) dispersas.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 21 - Fotomicrografias para demonstrar as marcac¢des dos anticorpos CD3,
CD4, CD8 e FoxP3 nas amostras de PLJ e PLA

Papilomatose Laringea Adulta
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Legenda: escassas células CD3+ (A), auséncia de células CD4+ (C), raras CD8+ (E) e células
FoxP3+ dispersas no tecido conjuntivo (G) em amostras de PLJ. Em amostras de PLA foram
observadas: células CD3+ (B) dispersas no epitélio e em grande quantidade no tecido conjuntivo,
raras células CD4+ (D), células CD8+ (F) dispersas, e células FoxP3+ dispersas (H) em amostra de
PLA.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 22 — Fotomicrografias para demonstrar as marcac¢des dos anticorpos CD15,
CD68 e FatorXIll nas amostras de PLJ e PLA

Papilomatose Laringea Juvenil
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células Fator XlllI+ (E), em amostras de PLJ. Em amostras de PLA foram observadas: escassas
células CD15+ (B), células CD68+ (D) e auséncia de células Fator XllI+ (F)
Fonte: Elaborada pela autora.
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5 DISCUSSAO

A PL é uma doenca rara, em criancas estima-se que a incidéncia anual seja
de 4,3/100.000 e em adultos de 1,8/100.000. Seu curso clinico agressivo pode levar
a transformacdo maligna e ao Obito por estender-se pelo trato respiratorio inferior
(Richardson et al., 2017). Os pacientes de PLJ apresentam o0s sintomas mais
severos do que os adultos devido ao crescimento rapido das les6es que podem ser
fatais (Carifi et al., 2015). O pico de incidéncia da PLJ é antes dos 5 anos de idade e
nao ha predilecdo por sexo (Richardson et al., 2017). Tais dados semelhantes aos
resultados deste estudo, que apresentou média de idade para PLJ de 4,94 e néo
houve predilecdo por sexo. Para os pacientes adultos, sugere-se que a associagao
com HPV-11 e o tempo de evolugdo maior que 10 anos séo os fatores de risco para
uma doenca mais severa (Omland et al., 2014b). A faixa etaria dos pacientes com
PLA é entre 20-40 anos (Richardson et al., 2017), neste estudo foi entre 19 a 74
anos e foi mais prevalente no sexo masculino. A alta incidéncia de casos no sexo
masculino é relatada na literatura (Richardson et al., 2017) e similar aos dados
encontrados nas amostras do Brasil, porém, pacientes adultas do sexo feminino
foram predominantes da Guatemala.

A raridade da doenca pode retardar o diagnéstico levando a tratamentos
inadequados (Fasunla, Lasisi, 2009). Harris et al. (2012) reportaram que 100% das
criancas apresentaram sintomas 2 anos antes do diagnostico correto de PLJ; sendo
5 (71,43%) tratadas para a asma e 2 (5,56%) apresentaram obstrucdo extrema das
vias aéreas. Neste presente estudo, um paciente estava sendo submetido a
tratamento para asma e 16 (50,00%) dos pacientes juvenis encontravam-se com
dificuldade respiratoria severa ou extrema. Existe uma demanda por tratamento
adjuvante em torno de 10% dos casos, entre os critérios adotados estédo: 4 ou mais
cirurgias em 1 ano, espalhamento distal, multiplas localiza¢des e crescimento rapido
com comprometimento de vias aéreas (Kayode, 2012). O indice anatbmico de
Derkay foi desenvolvido também para auxiliar no manejo dos pacientes com PL,
através dele é prevista a necessidade de tratamento adjuvante para pacientes com

score de pelo menos 20 pontos (Derkay et al., 2004).
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A média do indice de Derkay encontrada na literatura varia de 6,4 a 22,68
(Montano et al., 2013; Bonfim et al.,2015). J& foi demonstrado que criancas que
apresentam a doenca até os 3 anos de idade tem maior numero de sitios
anatdbmicos acometidos e sdo submetidas a um maior nimero de cirurgias do que
criancas diagnosticadas em idade mais avancada (Derkay et al., 2001; Omland et
al., 2014a). O inicio de doenca mais jovem também € relacionado ao
desenvolvimento de carcinoma (Karatayli-Ozgursoy et al., 2016). No presente
estudo, a média do indice para PLJ foi de 10,97 (min. 4 e max. 31) e, a0 comparar a
severidade entre os grupos PLJ e PLA, o grupo PLJ foi considerado mais agressivo.
Dado semelhante é reportado na literatura (Omland et al., 2014a). Além disso, a taxa
de mortalidade neste estudo foi de 2,78% e, na literatura, autores concluiram que
até 3% dos pacientes juvenis com PL morrem com a doenca (Armstrong et al.,
2000).

Neste presente estudo, a média do indice de Derkay para PLA foi de 8,26. A
meédia deste grupo encontrada na literatura é de 10,8 para pacientes operados em
ambulatério e 13,9 para pacientes operados em centro cirdrgico (Tatar et al., 2017).
Em PLA, ha relacdo diretamente proporcional entre o score de Derkay e o score de
qualidade de vida relacionado a voz (VHI-10). Ou seja, quanto mais alto o indice de
Derkay mais severa é a doenca e quanto maior o indice VHI-10 pior a qualidade de
vida relacionada a voz (Kupfer et al., 2016). Este estudo ndo avaliou o VHI-10,
porém, todos os pacientes do grupo PLA e 0s casos mais agressivos do grupo PLJ
apresentaram alteracdes na voz, devido ao envolvimento significativo das cordas
vocais. Além disso, o envolvimento de multiplas cordas vocais foi correlacionado ao
maior indice de Derkay.

Otorrinolaringologistas concordaram quanto ao cut off em 20 pontos na
escala de Derkay para casos de PLJ de alto risco de recidivas (Hester et al., 2003).
O presente estudo demonstrou que caracteristicas como: traqueostomia, dificuldade
respiratoria grave e numero de ébitos predominaram nos pacientes com score =20
para o grupo de PLJ, porém o indice de recidivas nao diferiu entre os grupos. Para o
grupo PLA, o score foi significativo somente para a traqueostomia. Desta forma,
sugere-se que mais estudos sejam direcionados a classificacdo da severidade para

a PLA, visto que o score norteia 0 planejamento terapéutico. Também, apds
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observar o comportamento distinto entre a PLJ e a PLA, sugere-se que estas devem
ser classificadas de formas diferentes.

Microscopicamente, as lesfes podem ter duplicacdo da camada basal e
atividade mitética intensa. Disqueratose e coilécitos podem ser observados nas
por¢cdes mais altas da camada espinhosa (Davids et al., 2014; Richardson et al.,
2017). Neste estudo, a presenca das células coilociticas e de mitoses altas ou
atipicas foram maiores entre as amostras do grupo PLJ, a presenca de disqueratose
e descoesdo foram maiores para o grupo PLA. De acordo com Richardson et al.
(2017) a queratose € minima, entre os casos apresentados o grupo PLJ apresentou
a maior porcentagem de amostras com queratose.

De acordo com a classificacdo mais recente da Organizacdo Mundial da
Saude, as displasia de baixo grau, ou seja, lesbes com baixo potencial para
malignidade, incluem as lesGes com hiperplasia escamosa e displasia discreta (Gale
et al., 2017). No presente estudo, a presenca de mitoses atipicas e acima da
camada basal foram correlcionadas as maiores pontuacdes no indice de Derkay,
bem como as amostras de PLJ com indice 220 apresentaram maior incidéncia de
hipercromasia da camada basal. Lesdes que apresentam variagdes na morfologia da
crista epitelial e displasia do epitélio de revestimento tem sido relacionadas a
presenca do HPV 6 e 11 (McCord, Bradley, 2014), estes genétipos estao presentes
em, aproximadamente, 95% dos casos de PL (Richardson et al., 2017).

A incidéncia de displasia moderada ou severa tanto para PLA quanto PLJ
esta entre 10,00% e 17,6% (Sanchez et al., 2012; Omland et al., 2014b; Karatayli-
Ozgursoy et al.,, 2016). No presente estudo, as taxas de displasia severa ou
moderada foram menores tanto para PLJ quanto para a PLA e ndo foram
correlacionadas com as caracteristicas clinicopatolégicas semelhante aos estudos
de Omland et al. (2014b) e Karatayli-Ozgursoy et al. (2016). Lesdes que
microscopicamente apresentam variacdo na morfologia das cristas epiteliais e
displasia do epitélio de revestimento estéo correlacionadas com a presenca de HPV
6 e 11 (McCord, Bradley, 2014), ao invés de serem correlacionadas com os tipos de
HPV de alto risco 16 e 18 (Davids et al., 2014).

Os indices de malignizacdo da PL estdo em torno de 1 a 4% (Richardson et
al., 2017). Algumas condi¢cbes podem favorecer a transformacao maligna, como o

uso do tabaco, irradiacdo (Lie et al., 1994), infeccdo pelo HPV-11 (Byrne et al.,
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1987), mutacéo da p53 (Rady et al., 1998), entre outros (Lie et al., 1994; Gerein et
al., 2004). Porém também pode ocorrer na auséncia desses fatores (Bewtra et al.,
1982). No caso de transformacao maligna deste estudo, o paciente ndo era fumante,
nao havia sofrido irradiacdo e havia sido detectado HPV de alto risco. Nos CEC
originados da PL de inicio juvenil, sdo encontrados os HPVs 6 e 11 de baixo risco,
enquanto os tipos de alto risco, 16 e 18, raramente sao detectados (Jeong et al.,
2009).

Além do tipo de HPV, o sistema imunoldgico também pode exercer um papel
importante no curso clinico da doenca (Kovalenko et al., 2009). A resposta imune é,
dentre outras funcles, responsavel pela eliminacdo das células infectadas pelo
virus, e esta resposta € iniciada pelas células dendriticas (Manickam et al., 2007).

As células dendriticas (DCs) sdo importantes para a resposta imunoldgica
porque interagem nas juncdes estreitas do epitélio (Kubo et al., 2009), podem ser
identificadas como FatorXlll+ (Strieder et al., 2015). Seus prolongamentos
alongados estabelecem conexdes celulares com queratinécitos, interacdo que
permite a absorcdo e penetracdo de antigenos mesmo quando a integridade do
revestimento epitelial € mantida (Novak, 2012). Estas células podem ser ativadas
pelo HPV e sua concentracdo no epitélio, na forma de células CD83+ (Kovalenko et
al., 2009) foi correlacionada aos casos mais agressivos de PL. Este achado se deve
ao comprometimento da capacidade migratéria destas células (Kovalenko et al.,
2009). Ao distinguir os grupos pela severidade (Derkay <20 e =20), a presenca
destas células no epitélio foi associada ao maior indice de Derkay, resultado similar
ao estudo anterior.

Um importante papel das DCs é induzir células T CD4 + produtoras de IL-22,
gue desempenha um importante papel na cicatrizacdo e ao mesmo tempo induz a
hiperplasia epitelial (Boniface et al.,, 2005). As células T sdo as principais
mediadoras da resposta imune mediada por células. O numero de células T CD3+
representa o numero total de linfocitos T. A funcéo priméria dos linfécitos T CD4+ é a
secrecédo de citocinas como o interferon-y, que promove ativacdo da resposta imune.
Ja os linfécitos T CD8+ tem atividade imunossupressora (Du et al., 2017). Dois
padrdes distintos de secrecdo de citocinas sao definidos entre as células T CD4+
(Mosmann et al., 1986), o tipo T helper 1 (Thl) e T helper 2. O tipo Thl produz
interleucina (IL)-2, interferon-y e fator de necrose tumoral-a (TNF-a), relacionados
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principalmente com a defesa mediada por fagocitose contra agentes infecciosos
intracelulares. Ja o subtipo Th2, expressa IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, relacionadas com a
producado de anticorpos IgE e reacdes imunes mediadas por eosinofilos e mastocitos
contra alérgenos e helmintos. Thl e Th2 influenciam-se mutuamente e de forma
antagonica. O INF-y produzido pelas Th1 inibe as Th2, e a IL-10 produzida pelas
Th2 inibe as Thl (Vaz et al., 2007).

Outras citocinas sao produzidas por ambos subconjuntos de células
(Mosmann, Moore, 1991). A infeccéo viral persistente na PL e a recorréncia podem
estar relacionadas ao desequilibrio entre a resposta imune Th-1 e Th-2 (DeVoti JA et
al., 2008). Outras IL, como a IL-36y, secretada pelos queratinécitos, estdo
correlacionadas com o fendtipo mais agressivo da PL, sua diminuicdo contribui para
a ineficiéncia da resposta imune adaptativa contra o virus (Devoti J et al., 2014).

As células T, que expressam CD3+, sdo importante para evitar a
transformacdo maligna de lesbBes leucoplasicas, pois 0s pacientes que
desenvolveram CEC tinham um numero de células CD3+ significativamente menor
do que no epitélio displasico e no tecido conjuntivo subepitelial (Ohman et al., 2015).
A presenca de células CD3+ na PL foi prevalente nos pacientes adultos e sua
presenca no epitélio foi predominante nos casos de displasia de baixo grau.

Em neoplasias intraepitelais cervicais (NIC), a carga viral elevada leva ao
predominio de linfocitos T CD8+. Isto porque, nas fases iniciais da replicacdo viral, a
presenca de células que possam desencadear um papel imune efetivo é escassa
(Alves et al., 2010). LesBes de alteracao histopatolégica de alto risco (NIC Il e NIC
IV) foram relacionadas a maior quantidade de linfécitos T CD4+ e CD8+ (Alves et al.,
2010). O presente trabalho demonstrou uma tendéncia das células CD8+ estarem
presentes nas amostras de displasia de baixo grau, enquanto a quantidade de
células CD4+ foi semelhante nos diferentes graus de displasia.

Os tipos de HPV prevalentes nas lesdes cervicais sdo os de alto risco,
enquanto na PL sdo os e baixo risco, logo, a resposta imunolégica também pode
sera diferente. O HPV 16 E6 (alto risco), por exemplo, pode estimular uma maior
secrecdo de IL-17A pelas células T (Paaso et al., 2015). Na PL pode ocorrer uma
inversdo na proporcao de células CD4+ e CD8+ e alta producdo de citocinas em

comparacao aos controles saudaveis (Holm et al., 2017).
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No presente estudo, o predominio das células CD8+ foi observado nos
pacientes adultos. Neste grupo a doenca € menos severa, e este pode ser um dos
fatores que justifica a diferenca de comportamento da doenca entre os grupos. De
fato, um dos periodos criticos do desenvolvimento do sistema imunoldgico ocorre
entre os 4 e 6 anos de idade (Kovalenko et al., 2009), este periodo abrange a média
de idade dos pacientes juvenis, 0 que justifica os resultados encontrados quanto a
resposta imune ser mais eficiente nos pacientes adultos. Presenca de células T,
CD8+ e CD4+ mostraram melhor prognostico de CEC de boca (Watanabe et al.,
2010). Por outro lado, a presenca de células T regulatérias (CD4+/CD25+) foi
associada a um pior controle do carcinoma (Whiteside et al., 2012).

As células T regulatorias (Treg) s&o uma subpopulacdo de células T,
responsaveis pela autotolerdncia imunologica, suprimindo de forma efetiva a
ativacdo de células T (Azab et al., 2008). Existem varios subtipos de células Treg
CD4+, como as Th, NKT e as CD4+CD25+FoxP3+ (Vocanson et al., 2009), sendo, a
funcdo do FoxP3 estabilizar a funcéo das células Treg (Wing, Sakaguchi, 2010). No
presente estudo observou-se uma tendéncia a uma menor quantidade destas
células (FoxP3+) no tecido conjuntivo dos casos que apresentaram recidivas.

A presenca do fenétipo M2-macrofago (CD68+) exerce funcdes diferentes do
fenotipo M1, age como um regulador da imunidade e como auxiliar no reparo
tecidual (Canton, 2014), além de provocar crescimento tumoral, por ser um promotor
da angiogénese (Mantovani et al., 2002). A presenca de células CD68+ na PL foi
associada as displasias de alto grau e, na PLJ, houve correlacdo negativa entre as
células CD68+ e CD3+, ou seja, quanto mais células CD68+ menor a quantidade
das células CD3+. Este papel supressor da resposta imune adaptativa dos M2-
macrofagos ja é conhecido (Mantovani et al., 2002) e neste estudo, este papel ficou
evidente entre as amostras de pacientes juvenis, onde a doenca € mais severa.

Com relacé&o ao processo inflamatério agudo, os polimorfonucleares CD15+
gue participam dos microabcessos epiteliais (Kaminagakura et al., 2007), estiveram
presentes no epitélio dos casos considerados mais agressivos deste estudo (Derkay
=20). A presenca células CD15+ foi relacionada ao maior crescimento de carcinoma
colo retal (Jang et al., 2013). Sugere-se que um processo de agudizacdo pode
elevar o indice de Derkay, provocando nas lesdes aumento de volume, causando ao

paciente os maleficios dos sintomas mais severos da doenca.

50



Na sifilis sdo encontradas altas concentracdes de células CD3+, CD20+ e
XIll+; linfocitos, células B e células dendriticas, respectivamente (Strieder et al.,
2015). As células B e os plasmodcitos (MUM1+) sdo células capazes de produzir
anticorpos (Abbas et al., 2000). Na PL, as células MUM1+, foram correlacionadas ao
menor indice de Derkay e também tiveram sua maior incidéncia nos pacientes
adultos, o papel imunologico desta célula, foi relacionado a menor severidade,
podendo auxiliar no combate a doenca.

Entre os varios antigenos expressos nas moléculas dessas células, os
CD19, CD20 e CD22, sdo marcadores utilizados na identificagdo de células B
humanas e em camundongos (Roitt et al., 1999). Na literatura, ha um relato de 2
casos de pacientes, portadores do HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana), com
Ulceras intrabucais apresentando infiltrado inflamatério, predominantemente, de
células B, positivas para CD20, e positivas para RNA-EpsteineBarr Virus (EBV). As
lesbes foram consideradas um transtorno linfoproliferativo associado a
imunossupressao (Bunn, van Heerden, 2015). Na PL, as altas mais altas
concentracfes de CD20+ estavam no tecido conjuntivo dos pacientes adultos com
PL, j& a sua presenca no epitélio foi relacionada a ocorréncia de recidivas.

O EBV pode atuar de forma indireta, interferindo na resposta imune as
células transformadas pelo HPV (Polz-Dacewicz et al., 2016), sua presenca pode
contribuir para a transformacdo maligna (Meckes et al., 2013; Aromseree et al.,
2015). Na PL adulta, o tipo de HPV e a coinfecc¢éao viral foram correlacionados com o
curso clinico agressivo da doenca (Pou et al., 1995).

O aparecimento de lesbes, causadas por HPV ou EBV, na mucosa oral
podem significar imunocomprometimento. Estas lesfes podem ser desde
assintométicas, como também podem gerar lesfes benignas ou até mesmo
malignas potencialmente fatais (Stojanov, Sook, 2015).

O presente estudo sobre a PL, sugere que a resposta imune do individuo

tanto juvenil quanto adulto, influencia o curso clinico da doenca.
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6 CONCLUSAO

Com este estudo sugere-se que a PLJ e a PLA diferem em seu curso clinico

e nas caracteristicas histopatoldgicas. Sendo assim:

a) A severidade da doenca € maior em pacientes juvenis;
b) O indice de Derkay ndo mensura a agressividade da PLA,;
c) A presenca de mitoses acima da camada basal e atipicas podem indicar

maior severidade e foram mais frequentes nos pacientes jovens.

As células inflamatorias desempenham um importante papel na severidade
da PL:

a) Amostras de PLA apresentaram maior quantidade de células CD3+. CD8+
e MUM1+,

b) A presenca de CD15+ é diretamente proporcional ao indice de Derkay,
enguanto MUM-1 é inversamente proporcional ao indice;

¢) Houve associacao das células CD3+ e CD8+ com as displasia de baixo
grau e das FatorXlll+ e CD68+ com as displasia de alto grau.

52



53

REFERENCIAS*

Aaltonen LM, Rihkanen H, Vaheri A. Human papillomavirus in larynx. Laryngoscope.
2002;112:700-7. doi.10.1097/00005537-200204000-00020.

Abbas AK, Lichtman AH, Pober JS. Cellular and molecular immunology. 4. ed.
Phyladelphia: W.B. Saunders Company, 2000.

Albert L, Merati MD, Keppel K. Paediatric voicerelated quality of life: findings in
healthy children and in common laryngeal disorders. Ann Otol Rhinol Laryngol
2008;117: 259-62. doi: 10.1177/000348940811700404

Alves DB, Tozetti IA, Gatto FA, Cassandri F, Ferreira AMT, Fernandes CES, et al.
CD4 and CD8 T lymphocytes and NK cells in the stroma of the uterine cervix of
women infected with human papillomavirus. Rev Soc Bras Med Trop. 2010 Jul-
Aug;43(4):425-9.

Armstrong LR, Preston EJ, Reichert M, Phillips DL, Nisenbaum R, Todd NW, et al.
Incidence and prevalence of recurrent respiratory papillomatosis among children in
Atlanta and Seattle. Clin Infect Dis. 2000 Jul;31(1):107-9. Epub 2000 Jul 11. doi:
10.1086/313914

Aromseree S, Pientong C, Swangphon P, Chaiwongkot A, Patarapadungkit N,
Kleebkaow P, et al. Possible contributing role of Epstein-Barr virus (EBV) as a
cofactor in human papillomavirus (HPV)-associated cervical carcinogenesis. J Clin
Virol. 2015 Dec;73:70-6.

Auborn KJ, Little RD, Platt THK, Vaccariello MA, Schildkraut CL. Replicative
intermediates of human papillomavirus type 11 in laryngeal papillomas: site of
replication initiation and direction of replication. Cell Biol. 1994;91:7340-4. PubMed
PMID: 8041792.

Azab NA, Bassyouni IH, Emad Y, Abd El-Wahab GA, Hamdy G, Mashahit MA.
CD4+CD25+ regulatory T cells (TREG) in systemic lupus erythematosus (SLE)
patients: the possible influence of treatment with corticosteroids. Clin Immunol.
2008;127(2):151-7. doi: 10.1016/j.clim.2007.12.010

Bewtra C, Krishnan R, Lee SS. Malignant changes in nonirradiakd juvenile
laryngotracheal papillomatosis. Arch Otolaryngol. 1982;108:114-6.

Bonfim CM, Sobrinho JS, Nogueira RL, Kupper DS, Valera FCP, Nogueira ML, et al.
Differences in Transcriptional Activity of Human Papillomavirus Type 6 Molecular
Variants in Recurrent Respiratory Papillomatosis. PLoS One. 2015;10(7):e0132325.
doi: 10.1371/journal.pone.0132325. eCollection 2015.

* Baseado em: International Committee of Medical Journal Editors Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to
Biomedical journals: Sample References [Internet]. Bethesda: US NLM; c2003 [atualizado 04 nov 2015; acesso em 25 jun
2017]. U.S. National Library of Medicine; [about 6 p.]. Disponivel em: http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html



54

Boniface K, Bernard FX, Garcia M, Gurney AL, Lecron JC, Morel F. IL-22 inhibits
epidermal differentiation and induces proinflammatory gene expression and migration
of human keratinocytes. J Immunol. 2005 Mar 15;174(6):3695-702.

Bunn B, van Heerden W.EBV-positive mucocutaneous ulcer of the oral cavity
associated with HIV/AIDS. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol. 2015
Dec;120(6):725-32. doi: 10.1016/j.0000.2015.06.028. Epub 2015 Jul 3.

Byrne JC, Tsao MS, Fraser RS, Howley PM. Human papillomavirus- 11 DNA in a
patient with chronic laryngotracheobronchial papillomatosis and metastatic
squamous-cell carcinoma of the lung. N Engl J Med. 1987;317:873-8. doi:
10.1056/NEJM198710013171406

Canton J. Phagosome maturation in polarized macrophages. J Leukoc Biol. 2014
Nov;96(5):729-38. doi: 10.1189/jlb.1MR0114-021R.

Carifi M, Napolitano D, Morandi M, Dall'Olio D. Recurrent respiratory papillomatosis:
current and future perspectives. Ther Clin Risk Manag. 2015;5(11):731-8. doi:
10.2147/TCRM.S81825.

Davids T, Muller S, Wise JC, Johns MM, Klein A. Laryngeal Papillomatosis
associated dysplasia in the adult population: an update on prevalence and HPV
subtyping. Ann Otol Rhinol Laryngol. 2014 Jun;123(6):402-8.
doi.10.1177/0003489414526848.

Derkay CS. Recurrent respiratory papillomatosis. Laryngoscope. 2001; 111(1):57—-
69.

Derkay CS, Hester RP, Burke B, Carron J, Lawson L. Analysis of a staging
assessment system for prediction of surgical interval in recurrent respiratory
papillomatosis. Int J Pediatr Otorhinolaryngol. 2004 Dec;68(12):1493-8. doi:
10.1016/}.ijporl.2004.06.007

Derkay CS, Malis DJ, Zalzal G, Wiatrak BJ, Kashima HK, Coltrera MD. A staging
system for assessing severity of disease and response to therapy in recurrent
respiratory papillomatosis. Laryngoscope. 1998 Jun;108(6):935-7. PubMed PMID:
9628513.

DeVoti J, Hatam L, Lucs A, Afzal A, Abramson A, Steinberg B, et al. Decreased
Langerhans cell responses to IL-36y: altered innate immunity in patients with
recurrent respiratory papillomatosis. Mol Med. 2014;28(20):372-80. doi:
10.2119/molmed.2014.00098.

DeVoti JA, Rosenthal DW, Wu R, Abramson AL, Steinberg BM, Bonagura VR.
Immune dysregulation and tumor-associated gene changes in recurrent respiratory



55

papillomatosis: a paired microarray analysis. Mol Med. 2008;14(9-10):608-17. doi:
10.2119/2008-00060.

Drejet S, Halum S, Brigger M, Skopelja E, Parker NP. A systematic review: outcomes
in adult recurrent respiratory papillomatosis treated with intralesional cidofovir or
bevacizumab. Otolaryng Head Neck. 2017;1-7.

Du J, Cheng Q, Zhang Z, Wu JF, Li F, Chen SY, et al. 5-Aminolevulinic acid
photodynamic therapy stimulates local immunity in patients with condylomata
acuminata via activation of T lymphocytes. Eur Rev Med Pharmacol Sci. 2017
Mar;21(5):1125-35. PubMed PMID: 28617562.

El-Mofty SK, Lu DW. Prevalence of human papillomavirus type 16 DNA in squamous
cell carcinoma of the palatine tonsil, and not the oral cavity, in young patients: a
distinct clinicopathologic and molecular disease entity. Am J Surg Pathol.
2003;27:1463—-70. PubMed PMID: 14576481.

Fasunla AJ, Lasisi OA. Diagnostic challenges of laryngeal papillomatosis and its
implications among children in developing country. Int J Pediatr Otorhinolaryngol.
2009;73:593-5. doi: 10.1016/j.ijporl.2008.12.009.

Freed GL, Derkay CS. Prevention of recurrent respiratory papillomatosis: role of HPV
vaccination. Int J Pediatr Otorhinolaryngol. 2006;70:1799-803.

Gale N, Hille J, Jordan RC, Nadal A, Williams MD. Epithelial precursor lesions In: El-
Naggar AK, Chan JK, Grandis JR, Takata T,Slotweg. WHO classification of head and
neck tumours. Lyon: IARC Press; 2017. p. 91-3.

Gale N, Pilch BZ, Sidransky D, Westra WH, Califano J. Epithelial precursor lesions
In: Barnes L, Eveson JW, Reichart P, Sidransky D, editors. WHO classification of
head and neck tumours. Lyon: IARC Press; 2005. p. 177-9.

Gerein V, Rastorguev E, Gerein J, Draf W, Schirren J. Incidence, age at onset, and
potential reasons of malignant transformation in recurrent respiratory papillomatosis
patients: 20 years experience. Otolaryng Head Neck. 2005;132:392-4. doi:
10.1016/j.0tohns.2004.09.035.

Gerein V, Rastorguev E, Gerein J, Lodemann E, Pfister H, Draf W, et al. 2’, 5’-
Oligoadenylate synthetase activity analysis and human papilloma virus typing as
prognostic factors in patients with recurrent respiratory papillomatosis. J Laryngol
Otol. 2004;118:750-6 doi: 10.1258/0022215042450733

Godinez JM, Nicolas-Parraga S, Pimenoff VN, Mengual-Chulia B, Muiioz N, Bosch
FX, et al. Phylogenetically related, clinically different: human papillomaviruses 6 and
11 variants distribution in genital warts and in laryngeal papillomatosis. Clin Microbiol
Infect. 2014 Jun;20(6):406-13. doi: 10.1111/1469-0691.12420.



Harris T, Atkinson H, Vaughan C, Knight LC. Presentation of laryngeal papilloma in
childhood: the Leeds experience. Int J Clin Pract. 2012;66(2):183—4. doi:
10.1111/j.1742-1241.2011.02861.x.

Heck JE, Berthiller J, Vaccarella S, Winn DM, Smith EM, Shan’gina O, et al. Sexual
behaviours and the risk of head and neck cancers: a pooled analysis in the
International Head and Neck Cancer Epidemiology (INHANCE) consortium. Int J
Epidemiol. 2010;39:166—81. doi: 10.1093/ije/dyp350.

Heinzel PA, Chan SY, Ho L, O'Connor M, Balaram P, Campo MS, et al. Variation of
human papillomavirus type 6 (HPV-6) and HPV-11 genomes sampled throughout the
world. J Clin Microbiol. 1995;33(7):1746-54.

Hester RP, Derkay CS, Burke BL, Lawson ML. Reliability of a staging assessment
system for recurrent respiratory papillomatosis. Int J Pediatr Otorhinolaryngol. 2003
May;67(5):505-9. PubMed PMID: 12697352.

Hobbs CG, Birchall MA. Human papillomavirus infection in the etiology of laryngeal
carcinoma. Curr Opin Otolaryngol Head Neck Surg. 2004;12:88-92. PubMed PMID:
15167043.

Holm A, Nagaeva O, Nagaev |, Loizou C, Laurell G, Mincheva-Nilsson L, et al.
Lymphocyte profile and cytokine mRNA expression in peripheral blood mononuclear
cells of patients with recurrent respiratory papillomatosis suggest dysregulated
cytokine mRNA response and impaired cytotoxic capacity. Immun Inflamm Dis. 2017
Dec;5(4):541-550. doi: 10.1002/iid3.188.

Huebbers CU, Preuss SF, Kolligs J, Vent J, Stenner M, Wieland U, et al. Integration
of HPV6 and downregulation of AKR1C3 expression mark malignant transformation
in a patient with juvenile-onset laryngeal papillomatosis. PLoS One.
2013;8(2):e57207. doi: 10.1371/journal.pone.0057207.

Huh WK, Joura EA, Giuliano AR, Iversen OE, de Andrade RP, Ault KA, et al. Final
efficacy, immunogenicity, and safety analyses of a nine-valent human papillomavirus
vaccine in women aged 16-26 years: a randomised, double-blind trial. Lancet. 2017
Nov 11;390(10108):2143-59. doi: 10.1016/S0140-6736(17)31821-4.

Jang TJ, Park JB, Lee J. The expression of CD10 and CD15 is progressively
increased during colorectal cancer development. Korean J Pathol. 2013
Aug;47(4):340-7. doi: 10.4132/KoreanJPathol.2013.47.4.340

Jeong WJ, Park SW, Shin M, Lee YJ, Jeon YK, Jung YH, et al. Presence of HPV
type 6 in dysplasia and carcinoma arising from recurrent respiratory papillomatosis.
Head Neck. 2009;31:1095-101. doi: 10.1002/hed.20998

56



Kaminagakura E, Bonan PR, Jorge J, Almeida OP, Scully C. Characterization of
inflammatory cells in oral paracoccidioidomycosis. Oral Dis. 2007 Jul;13(4):434-9.
doi: 10.1111/j.1601-0825.2006.01319.x

Karatayli-Ozgursoy S, Bishop JA, Hillel A, Akst L, Best SR. Risk factors for dysplasia
in recurrent respiratory papillomatosis in an adult and pediatric population. Ann Otol
Rhinol Laryngol. 2016 Mar;125(3):235-41.

Katara GK, Jaiswal MK, Kulshrestha A, Kolli B, Gilman-Sachs A, Beaman KD.
Tumor-associated vacuolar ATPase subunit promotes tumorigenic characteristics in
macrophages. Oncogene. 2014;33:5649-54.

Kayode AS. The descriptive review, from recurrent respiratory papillomatosis of the
disease, an enigmatic. Arqg. Int. Otorrinolaringol. 2012;16(1):108-114 doi:
10.7162/S1809-48722012000100016

Kovalenko S, Lukashenko P, Romanovskaya A, Soldatski IL, Bakanov Sl, Pfister H,
et al. Distribution and density of CD1a+ and CD83+ dendritic cells in HPV-associated
laryngeal papillomas. Int J Pediatr Otorhinolaryngol. 2009;73:249-56. doi:
10.1016/}.ijporl.2008.10.016.

Kreimer AR, Clifford GM, Boyle P, Franceschi S. Human papillomavirus types in
head and neck squamous cell carcinomas worldwide: a systematic review. Cancer
Epidemiol Biomarkers Prev. 2005;14:467—75. doi: 10.1158/1055-9965.EPI1-04-0551.

Kubo A, Nagao K, Yokouchi M, Sasaki H, Amagai M. External antigen uptake by
Langerhans cells with reorganization of epidermal tight junction barriers. J Exp Med.
2009 Dec 21;206(13):2937-46. doi: 10.1084/jem.20091527.

Kuet ML, Pitman MJ. Photoangiolytic Laser Treatment of Recurrent Respiratory
Papillomatosis: A Scaled Assessment. J Voice. 2013;27(1):124-8. doi:
10.1016/j.jvoice.2012.07.003.

Kupfer RA, Cadalli Tatar E, Barry JO, Allen CT, Merati AL. Anatomic Derkay Score Is
Associated with Voice Handicap in Laryngeal Papillomatosis in Adults. Otolaryngol
Head Neck Surg. 2016 Apr;154(4):689-92.

Lie ES, Engh V, Boysen M, Clausen OP, Kvernvold H, Stenersen TC, et al.
Squamous cell carcinoma of the respiratory tract following laryngeal papillomatosis.
Acta Otolaryngol (Stockh). 1994;114:209-12.

Louw L, Claassen A. HPV-induced recurrent laryngeal papillomatosis: rationale for
adjuvant fatty acid therapy. Asia Pac J Clin Nutr. 2008;17(2):187-93.

57



Makiyama K, Hirai R, Matsuzaki H, Ikeda M. Assessment of human papilloma virus
infection in adult laryngeal papilloma using a screening test. J Voice. 2013
Mar;27(2):230-5.

Manickam A, Sivanandham M, Tourkova IL. Immunological role of dendritic cells in
cervical cancer. Adv Exp Med Biol. 2007;601:155-62.

Mantovani A, Sozzani S, Locati M, Allavena P, Sica A. Macrophage
polarization:tumor-associated macrophages as a paradigm for polarized M2
mononuclear phagocytes. Trends Immunol. 2002;23,549-55.

Matos RP, Sichero L, Mansur IM, do Bonfim CM, Bittar C, Nogueira RL, et al.
Nucleotide and phylogenetic analysis of human papillomavirus types 6 and 11
isolated from recurrent respiratory papillomatosis in Brazil. Infect Genet Evol.

2013;16:282-9. doi: 10.1016/j.meegid.2012.12.033.

McCord C, Bradley G. Histopathologic features of high risk HPV-associated oral
epithelial dysplasia. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol. 2014
Jan;117(1):120-1.

Meckes DG Jr, Gunawardena HP, Dekroon RM, Heaton PR, Edwards RH, Ozgur S,
et al. Modulation of B-cell exosome proteins by gamma herpesvirus infection. Proc
Natl Acad Sci USA. 2013 Jul 30;110(31):E2925-33.

Montano T, Montano E, Martinez C, Plascencia T, Sepulveda MT, Rodriguez M.
Adult recurrent respirator papillomatosis: a new therapeutic approach with pegylated
interferon alpha 2a (Peg-IFNa-2a) and GM-CSF. Otolaryngol Head Neck Surg.
2013;148(2);253-60.

Mosmann TR, Cherwinski H, Bond MW, Giedlin MA, Coffman RL. Two types of
murine helper T-cell clone. I. Definition according to profiles of lymphokine activities
and secreted proteins. J Immunol. 1986 Apr 1;136(7):2348-57.

Mosmann TR, Moore KW. The role of IL-10 in cross-regulation of Thl and Th2
responses. Immunol Today. 1991 Mar;12(3):A49-53.

Mounts P, Kashima H. Association of human papillomavirus subtype and clinical
course in respiratory papillomatosis. Laryngoscope. 1984;94:28-33. PubMed PMID:
6318005.

Novak N. An update on the role of human dendritic cells in patients with atopic
dermatitis. J Allergy Clin Immunol. 2012;129:879-86. http://dx.doi.org/10.1016/|.jaci.
2012.01.062.

58



Ohman J, Mowjood R, Larsson L, Kovacs A, Magnusson B, Kjeller G, et al. Presence
of CD3-positive T-cells in oral premalignant leukoplakia indicates prevention of
cancer transformation. Anticancer Res. 2015 Jan;35(1):311-7.

Omland T, Akre H, Lie KA, Jebsen P, Sandvik L, Brandbo K. Risk factors for
aggressive recurrent respiratory papillomatosis in adults and juveniles. PLoS One.
2014a;9(11):e113584. doi: 10.1371/journal.pone.0113584.

Omland T, Lie KA, Akre H, Sandlie LE, Jebsen P, Sandvik L, et al. Recurrent
Respiratory Papillomatosis: HPV Genotypes and Risk of High-Grade Laryngeal
Neoplasia. PLoS One 2014b;9(6):€99114.

Paaso A, Koskimaa HM, Welters MJ, Grénman S, Syrjanen K, van der Burg SH, et
al. Cell mediated immunity against HPV16 E2, E6 and E7 peptides in women with
incident CIN and in constantly HPV-negative women followed-up for 10-years. J
Transl Med. 2015;20(13):163. doi: 10.1186/s12967-015-0498-9.

Penning TM, Byrns MC. Steroid hormone transforming aldo-keto reductases and
cancer. Ann N Y Acad Sci. 2009;1155:33-42.

Polz-Dacewicz M, Strycharz-Dudziak M, Dworzanski J, Stec A, Kocot J. Salivary and
serum IL-10, TNF-a, TGF-B, VEGF levels in oropharyngeal squamous cell carcinoma
and correlation with HPV and EBV infections. Infect Agent Cancer. 2016 Aug
20;11:45.

Pou AM, Rimell FL, Jordan JA, Shoemaker DL, Johnson JT, Barua P, et al. Adult
respiratory papillomatosis: human papillomavirus type and viral coinfections as
predictors of prognosis. Ann Otol Rhinol Laryngol. 1995 Oct;104(10):758-62.

Preuss SF, Klussmann JP, Jungehulsing M, Eckel HE, Guntinas-Lichium O, Damm
M. Long-term results of surgical treatment for recurrent respiratory papillomatosis.
Acta Otolaryngol. 2007; 127:1196—201. doi: 10.1080/00016480701200350.

Pudszuhn A, Welzel C, Bloching M, Neumann K. Intralesional cidofovir application in
recurrent laryngeal papillomatosis. Eur Arch Otorhinolaryngol. 2007;264:63—70. doi:
10.1007/s00405-006-0151-6.

Rady PL, Schnadig VJ, Weiss RL, Hughes TK, Tyring SK. Malignant transformation
of recurrent respiratory papillomatosis associated with integrated human
papillomavirus type 11 DNA and mutation of p53. Laryngoscope. 1998;108:735-40.

Richardson M, Gale N, Hille J, Zidar N. Epithelial precursor lesions. In: EI-Naggar
AK, Chan JK, Grandis JR, Takata T,Slotweg. WHO classification head and neck
tumours. Lyon: IARC Press; 2017. p. 93-5.

Roitt I, Brostoff J, Male D. Imunologia. 5. ed. Sdo Paulo: Editora Manole Ltda, 1999.

59



Rosen CA, Lee AS, Osborne J, Zullo T, Murry T. Development and validation of the
voice handicap index-10. Laryngoscope. 2004;114:1549-56. doi: 10.1097/00005537-
200409000-000009.

Sanchez GI, Jaramillo R, Cuello G, Quintero K, Baena A, O'Byrne A. Human
papillomavirus genotype detection in recurrent respiratory papillomatosis (rrp) in
Colombia. Head Neck. 2012;35:229-34. doi: 10.1002/hed.22953.

Scully C. Oral squamous cell carcinoma; from an hypothesis about a virus, to
concern about possible sexual transmission. Oral Oncol. 2002;38:227-34.
PubMedPMID: 11978544.

Seedat RY, Thukane M, Jansen AC, Rossouw I, Goedhals D, Burt FJ. HPV types
causing juvenile recurrent laryngeal papillomatosis in South Africa. Int J Pediatr
Otorhinolaryngol. 2010;74:255-9.

Shetty N, Prabhash K, Joshi A, Sayed SlI, Sharma S, Noronha V, et al. Case of
childhood laryngeal papillomatosis with metastatic carcinoma esophagus in
adulthood. Indian J Med Paediatr Oncol. 2013;34(1):34—7. doi: 10.4103/0971-
5851.113420.

Snoeck R, Wellens W, Desloovere C, Van Ranst M, Naesens L, De Clercq E, et al.
Treatment of severe laryngeal papillomatosis with intralesional injections of cidofovir
[(S)-1-(3-hydroxyl-2-phosphonylmethoxypropyl) cytosine]. J Med Virol.
1982;79:5425-9. PubMed PMID: 9515772.

Stojanov 1J, Woo SB. Human papillomavirus and Epstein-Barr virus associated
conditions of the oral mucosa. Semin Diagn Pathol. 2015 Jan;32(1):3-11. doi:
10.1053/j.semdp.2014.12.003.

Strieder LR, Ledn JE, Carvalho YR, Kaminagakura E. Oral syphilis: report of three
cases and characterization of the inflammatory cells. Ann Diagn Pathol. 2015
Apr;19(2):76-80. doi: 10.1016/j.anndiagpath.2015.01.003.

Tatar EC, Kupfer RA, Barry JY, Allen CT, Merati AL. Office-Based vs Traditional
Operating Room Management of Recurrent Respiratory Papillomatosis Impact of
Patient Characteristics and Disease Severity. JAMA Otolaryngol Head Neck Surg.
2017;143(1):55-9.

Thompson LD. Diagnostically challenging lesion in head and neck pathology. Eur
Arch Otorhinolaryngol. 1997;254(8):357-66. PubMed PMID: 9332890.

Vancurova I, Wu R, Miskolci V, Sun S. Increased p50/p50 NF-KB activation in human
papillomavirus type 6- or type 11-induced laryngeal papilloma tissue. J Virol.
2002;76(3):1533-6. PubMed PMID: 11773428.

60



61

Vaz AJ, Takei K, Bueno EC. Imunoensaios: fundamentos e aplicacdes. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 2007.

Villiers EM, Weidauer H, Otto H, Zur Hausen H. Papillomavirus DNA in human
tongue carcinomas. Int J Cancer. 1985; 36:575-8.

Vocanson M, Hennino A, Rozieres A, Poyet G, Nicolas JF. Effector and regulatory
mechanisms in allergic contact dermatitis. Allergy. 2009;64(12):1699-714. doi:
10.1111/j.1398-9995.2009.02082.x.

Vorobjova T, Ress K, Luts K, Uibo O, Uibo R. The impact of langerin (CD207)+
dendritic cells and FOXP3+ Treg cells in the small bowel mucosa of children with
celiac disease and atopic dermatitis in comparison to children with functional
gastrointestinal disorders. APMIS. 2016 Aug;124(8):689-96. doi:
10.1111/apm.12552.

Wanichwatanadecha P, Sirisrimangkorn S, Kaewprag J, Ponglikitmongkol M.
Transactivation activity of human papillomavirus type 16 E6*1 on aldo-keto reductase
genes enhances chemoresistance in cervical cancer cells. J Gen Virol.
2012;93:1081-92 .

Watanabe Y, Katou F, Ohtani H, Nakayama T, Yoshie O, Hashimoto K. Tumor-
infiltrating lymphocytes, particularly the balance between CD8(+) T cells and
CCRA4(+) regulatory T cells, affect the survival of patients with oral squamous cell
carcinoma. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod. 2010;109:744-52.
doi: 10.1016/j.triple0.2009.12.015.

Whiteside TL. What are regulatory T cells (Treg) regulating in cancer and why?
Semin Cancer Biol. 2012 Aug;22(4):327-34. doi: 10.1016/j.semcancer.2012.03.004.

Wing K, Sakaguchi S. Regulatory T cells exert checks and balances on self tolerance
and autoimmunity. Nat Immunol. 2010;11(1):7-13. doi: 10.1038/ni.1818.

Wierzbicka M, Jozefiak A, Jackowska J, Szydtowski J, Gozdzicka-Jozefiak A. HPV
vaccination in head and neck HPV-related pathologies. Otolaryngol Pol. 2014 Jul-
Aug;68(4):157-73. doi: 10.1016/j.0tpol.2014.05.004.



APENDICE A - indice de Derkay

Quadro 3 - Como obter o indice de Derkay et al. (1998)

Classificacao clinica (pontuacéao) Pontuacéo total: maxima de 86

Voz: normal (0) anormal (1) afnico (2)
Estridor: ausente (0) presente em atividade (1) presente em repouso (2)
Urgéncia: programada (0) eletiva (1) urgente (2) emergencial (3)

Dificuldade respiratéria: nenhuma (0) leve (1) moderada (2) severa (3) extrema (4)

Classificacdo anatdmica para cada local:
nenhuma lesédo (0), superficial (1), elevada-exofitica(2), volumosa (3)

Laringe

Epiglote: superficie lingual (__), superficie larigea (_ )
Pregas ariepigléticas: direita (__), esquerda (__)
Cordas vocais falsas: direita (__), esquerda (__)
Cordas vocais verdadeiras: direita (__), esquerda (_ )
Aritenodides: direita (__), esquerda (__)

Comissura anterior (_)

Comissura posterior (__)

Subglote ()

Traquéia

Tergo superior (_)

Terco médio ()

Terco inferior (__)

Brénquios: direito (_ ), esquerdo (_ )
Traqueostomia (__)

Outros

Nariz (__), palato (_), faringe (__), es6fago (_ ), pulméo (__), outros (_).

Fonte: Elaborado pela autora.
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