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O carcinoma de células escamosas oral (CCEO) corresponde a 95% das neoplasias malignas da cavidade
oral, acometendo preferencialmente individuos entre a quinta e sétima década de vida. No entanto, a
incidéncia do CCEO em pacientes jovens tem aumentado nos Gltimos anos, demonstrando comportamento
biolégico mais agressivo. Sendo assim, o estudo avaliou a imunoexpressdao do Bcl-2 em casos de CCE de
lingua (CCEL) em jovens e idosos, associando-a com parametros clinico-morfologicos. A amostra foi
constituida de 55 casos de CCEL, diagnosticados nos dois hospitais de referéncia em oncologia da Paraiba,
nos ultimos 16 anos, dividida em grupos: jovens (<45 anos) (n=25) e idosos (>60 anos) (n=30). Os
parametros clinicos foram obtidos através dos prontudrios médicos. Para analise morfoldgica, utilizou-se os
Sistemas de Gradagdo Histopatologico de Malignidade (SGHM), propostos por Bryne et al., (1992) e pela
OMS (2005). Em seguida, foi realizada a técnica da imunoistoquimica objetivando-se avaliar
quantitativamente a imunoexpressdao do Bcl-2 nas células neoplasicas. Para analise estatistica foram
utilizados os testes Qui-quadrado e Mann-Whitney, com valor de p<0,05. Quanto aos parametros clinicos,
observamos que 654% dos casos (n=36) acomete homens. Quanto ao estadiamento clinico e aos SGHM,
58,1% (n=32) apresentava-se em estagios I/ll, classificados como Moderado/ pobremente diferenciados
(n=37; 67,2%) e com Alto grau de malignidade (n=40; 72,7%). Para imunomarcacdo do Blc-2, houve
diferenca estatisticamente significativa entre os casos de CCEL em jovens e idosos (p=0,046). A maior
imunoexpressdo do Bcl-2 ocorreu em individuos idosos, sugerindo comportamento biolégico mais agressivo,
podendo estar relacionada a maior sobrevivéncia das células neoplasicas.

Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas, individuos jovens, estadiamento clinico,
apoptose, imunoistoquimica.
INTRODUCAO corresponde de 4% a 13% de todos 0s casos,

) ] 0 qual sugere um padrdo diferenciado quanto
O Carcinoma de Células Escamos Oral

(CCEO) representa 95% de todas as

neoplasias malignas que acometem a cavidade

a  etiopatogénese, ao  comportamento
biolbgico e ao prognostico quando comparado
ao cancer em pacientes idosos (FALAKI et
al, 2011, KNOPF et al., 2015). Achados na
literatura tem demostrado que a lingua,

oral. Usualmente esta neoplasia atinge
preferencialmente individuos  do  sexo

masculino, entre a quinta e oitava década de _ )
_ sequida da gengiva, assoalho e mucosa bucal
vida, no entanto observou-se um aumento da

. o . sdo os locais mais acometidos pelo CCE em
incidéncia do CCEO em individuos jovens,
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pacientes jovens (FAN et al, 2014,
MESQUITA et al, 2014; BLANCHARD et
al, 2016). Em alguns estudos a lingua é o
sitio mais acometido por este tipo de
neoplasia independente da idade dos pacientes
(ALVES et al, 2011; SUN et al, 2015;
SANTOS et al., 2016).

A etiologia do CCEO é multifatorial,
resultante da interacdo entre diversos fatores
de risco, tais como: tabaco, alcool, radiacdo
solar, dieta, infeccbes da cavidade oral e
deficiéncia imunologica (OLIVEIRA et al,
2013). Estudos relacionados tem demontrado
que os fatores de risco mais influentes
correspondem ao consumo de tabaco
isoladamente ou concomitante ao uso de
alcool, sugerindo que quanto maior consumo,
piores sdo as condicBes prognosticas para 0
cancer (SANTOS, R.A. et al, 2012). No
entanto, Sun et al.,(2015) observaram que 0
grupo mais jovem tinha uma percentagem
mais elevada de individuos ndo fumantes do
que no grupo de individuos mais velhos.
Outros estudos demonstraram que o CCEO
em pacientes jovens pode estar associado a
outros fatores de risco, tais com a exposicdo
ao virus do papiloma humano ou a outras
infeccbes wvirais (SALEM et al, 2010;
UDEABOR et al, 2012; THOMAS et al,
2012).

Sun et al, (2015) sugeriram que 0S

pacientes jovens com carcinoma de células
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escamosas de lingua (CCEL) tendiam a ter
um pior prognéstico do que pacientes com o
tumor em outros locais, e que o curso clinico
e 0 prognostico foram semelhantes entre o0s
dois grupos estudados (jovens e idosos),
porém o0s jovens Sao mais propensos a ter uma
recorréncia. Com isso, pode-se perceber que o
comportamento  biolégico do CCEO em
jovens ainda € controverso, sendo assim,
novos estudos estdio sendo realizados,
utilizando-se da imunoistoquimica, com 0
intuto de identificar outros indicadores do
comportamento  bioldgico que sugiram um

melhor prognostico para estes pacientes.

Entre 0s mecanismos moleculares
envolvidos na carcinogénese, defeitos na
reqgulacio da morte celular programada
podem contribuir para a patogénese e
progressdo tumoral. Membros da familia Bcl-
2 sdo proteinas reguladoras de apoptose, que
se dividem em proteinas anti-apoptose (Bcl-2,
Bcl-X) e proteinas pro-apoptética  (por
exemplo, Bax e Bak), e o equilibrio entre elas
determina o destino da célula (CAMISASCA
et al, 2009). Na literatura,

comparando

estudos
comportamento biologico
tumoral em pacientes jovens e idosos ainda
sd0 escassos. Sendo assim, 0 presente estudo
teve como objetivo avaliar por meio da
imunoistoquimica, a imunoexpressao do Bcl-
2 em uma seérie de casos de CCEL em

pacientes jovens e idosos, relacionando a
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imunomarcagdo  com  pardmetros  clinico-

morfologicos.

Pretende-se, com esta pesquisa, contribuir
com mais esclarecimentos a respeito do
comportamento  biologico dessas lesdes em
pacientes mais jovens, fornecendo subsidios
para uma possivel aplicacdo do marcador de
apoptose estudado, como indicador
progndstico para 0 CCEL em pacientes com

idade inferior a 45 anos.

METODOLOGIA

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Estadual
da Paraiba (UEPB), conforme parecer de n°
634.714. O presente estudo consistiu em uma
pesquisa retrospectiva, transversal e
observacional, caracterizada pela andlise de
parametros clinicos e morfologicos e pela
andlise quantitativa do Bcl2, por meio de
imunoistoquimica, em uma série de casos de
CCEL em pacientes jovens e idosos.

A amostra foi constituida por 55 casos de
CCEL, sendo 25 casos em pacientes jovens
(idade inferior ou igual & 45 anos) e 30 casos
em idosos (idade superior ou igual a 60 anos)
diagnosticados em dois hospitais de referéncia
em Oncologia da Paraiba, Hospital Napoledo
Laureano/ Jodo Pessoa — PB e Hospital da
FAP/ Campina Grande — PB, nos ultimos 16
anos (1999 a 2015). Foram incluidos na

amostra, apenas 0s casos de CCEL tratados
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por excisdo cirdrgica, e que no bloco
parafinado continham material suficiente que
possibilitasse a avaliacdo do front de invasdo
tumoral e cujas fichas clinicas dos pacientes
possuiram informacOes relativas a faixa etaria,
sexo e estadiamento clinico (TNM) das
lesbes. E foram excluidos da amostra, 0s
casos em que 0 paciente recebeu tratamento
prévio de radioterapia e/ou quimioterapia e 0s
blocos  parafinados que  apresentavam
quantidade insuficiente de material bioldgico
para realizacho das andlises SGHM e

imunoistoquimica.
a. Andlise Morfologica

Os casos selecionados, fixados em
formol a 10% e incluidos em parafina,
submetidos a cortes com 5um de espessura,
estendidos em laminas de vidro e submetidos
a coloracdo de rotina da hematoxilina e
eosina. Sob microscopia de luz (Leica DM
500, Leica Microsystems Vertrieb GmbH,
Wetzlar, DE), dois examinadores previamente
treinados realizaram a andlise da gradacdo
histologica de malignidade, de acordo com o
sistema proposto por Bryne et al, (1992) no
qual considera-se as caracteristicas da regido
do front de invasdo tumoral, determinando
quatros parametros para a classificacdo: grau
de ceratinizacdo, pleomorfismo  nuclear,
padrdo de invasdo e infiltrado inflamatorio

linfoplasmocitario; cada pardmetro possui um
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escore, que varia de 1 a 4, a soma final destes
escores determina o grau de malignidade do
tumor. Sendo assim, lesdes que apresentam
escore final entre 4 e 8 séo classificados como
de baixo grau de malignidade, por vez, as que
apresentam escore final igual ou superior a 9,
sdo classificados como de alto grau de
malignidade (SILVEIRA et al., 2007). Ja de
acordo com o sistema proposto pela OMS
(CARDESA et al, 2005), o tumor €
classificado como sendo bem diferenciado
(arquitetura tecidual semelhante a um padrédo
normal de epitélio €scamoso),
moderadamente (padrdo intermediario entre
as demais classificacbes, correspondendo a
certo grau de pleomorfismo nuclear, atividade
mitdtica e pouca ceratinizacdo) e pobremente
diferenciado (predominio de células imaturas,
numerosas mitoses tipicas e atipicas, bem
como minima ceratinizagdo, com

caracteristicas  notavelmente  distintas  do
epitélio normal).

b. Analise Imunoistoquimica

A amostra selecionada, fixada em formol
a 10% e incluida em parafina, foi submetida a
cortes com 3um de espessura, os quais foram
estendidos em laminas de vidro devidamente
limpas e desengorduradas e preparadas com
adesivo a base de 3-aminopropyltrietoxy-
silano (Sigma Chemical CO, St Louis, MO,
USA). Posteriormente, o0 material foi

submetido ao método da imunoperoxidase
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pela técnica baseada em polimeros de

(Polymer/HRP)

anticorpo monoclonal primério anti-bcl-2.

dextrano utilizando 0

A andlise da imunomarcacdo do anti-bcl-2
foi realizada por dois patologistas, de forma
guantitativa. Foram consideradas
imunomarcadas as celulas que apresentaram
citoplasma  acastanhado, independentemente
da intensidade de coloracdo. Primeiramente,
ao longo do front de invasédo tumoral, sob
aumento de 100X, foram selecionadas 10
areas de maior  imunorreatividade ao
anticorpo estudado. Sob aumento de 400X,
cada uma destas &reas foi fotomicrografada
(ICC 50HD, Leica Microsystems Vertrieb
GmbH) e as imagens obtidas foram
transferidas para um computador. Com o
auxilio do programa ImageJ® (Imaging
Processing and Analysis in Java, National
Institute  of Mental Health, Bethesda,
Maryland, USA), em cada um dos campos
fotomicrografados, foi realizada a contagem
das células positivas e negativas, e em
seguida dividida quantidade de células
imunopositivas  por 1000 e em seguida
multiplicando  este  valor  por 100,
estabelecendo assim o indice de positividade
(IP) para cada caso.

c. Analise Estatistica

Apbés a contagem das  ceélulas
imunomarcadas, o0s resultados obtidos foram

digitados em planilha eletrbnica  Excel
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(Microsoft Office 2007®) e, posteriormente,
exportados para o0 programa SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences), versao 17.0;
Os testes utilizados foram Qui-quadrado e
Mann-Whitney. Os valores de p<0,05 foram

considerados significativos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 55 casos de CCEL avaliados, 0s
individuos eram 65,4% (n=36) do sexo
masculino  enquanto o sexo  feminino
correspondeu a 34,5% (n=19) dos casos.
Quanto a faixa etaria, houve maior
prevaléncia dos casos de CCEL corresponde
aos pacientes idosos (n=30; 54,5%) (Tabela
1).

Estudos recentes tém demonstrado que
a incidéncia de CCEO em individuos jovens
tem  aumentado  consideravelmente  nas
Gtimas décadas MESQUITA et al, 2014;
KNOPF et al, 2015; SANTOS et al., 2016;
BLANCHARD et al, 2016). Santos et al,
(2016) realizaram um levantamento
epidemiolégico do periodo de 15 anos, em um
estado brasileiro e observaram que em sua
populacdo de 2311 casos registrados de
CCEO, 76 (3,3%) corresponderam a
pacientes jovens (< 45 anos de idade).
Embora essa frequéncia varia de 1,4 a 13% de
todos os casos de CCEO(RIBEIRO et al.,
2009; SOUDRY et al, 2010; PATEL et al,

2011; TROELTZCH et al, 2014
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KOMOLMALAI et al, 2015; SUN et al,
2015).

Alguns estudos demonstraram que 0
CCEL que acomete estes individuos jovens,
apresenta um fendtipo mais agressivo com um
alto indice de metdstase linfonodal no
momento do diagnostico, no entanto, ainda
existem controvérsias sobre o progndstico
desses pacientes (SUN et al, 2015;
SHAKEEL UZ, ADEEL, SUHAIL, 2016. Os
mecanismos  moleculares  subjacentes  ao
comportamento agressivo do tumor ainda
permanecem obscuros quando comparados a
incidéncia em pacientes jovens e idosos.

Independente das faixas etarias pode
se observar que a maioria dos casos de CCEL
acometeram homens, semelhantemente  aos
estudos de Sun et al, (2015). Pesquisas
direcionadas a pacientes jovens também
confirmaram a predominancia de CCEO em
individuos do sexo masculino (UDEABOR et
al, 2012; FAN et al., 2014; SHAKEEL UZ,
ADEEL, SUHAIL, 2016). No entanto, Pires
et al., (2013) afirmaram que as mudancas nas
atividades sociais e de estilo de vida da
mulher na atualidade estdo tornando-a mais
expostas a agentes carcinogénicos, 0 que
sugere um aumento da incidéncia de cancer
nessas pacientes. Sendo assim, em outros
estudos esse padrdo de predomindncia pode
ser diferente para pacientes jovens, no qual se

observa uma maior prevaléncia do sexo
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feminino (SOUDRY et al, 2010; HARRIS et
al., 2011; KAMINAGAKURA et al., 2011).

Com relacdo ao estadiamento clinico,
constatou-se que 58,1% (n=32) dos casos
encontrava-se em  estagios iniciais  I/Il.
Através do SGHM, pela OMS (CARDESA et
al, 1992), observou-se maior frequéncia de
CCEL com padrédo de moderado a
pobremente diferenciado (n=37; 67,2 %),
estando o0 padrdo bem  diferenciado
representado em apenas 19% dos casos (n=8)
(Figs. 1A e 1B). Na andlise do front de
invasdo tumoral, proposto por Bryne et al.,
(1992) 40 casos (72,7%) foram classificados
como de alto grau de malignidade e apenas 15
casos (27,2 %) como de baixo grau de
malignidade. (Tabela 1) (Figs. 1C e 1D).

No tocante ao estadiamento clinico,
nossa pesquisa assemelha-se aos estudos de
Soudry et al, (2010), Benevenuto et al.,
(2012), Mesquita et al., (2014) e Knopf et al.,
(2015) que observaram que em pacientes
jovens, o CCEO apresentou-se em estagios
clinicos mais avancados (I11/1V). Sugerindo,
portanto, ndo haver diferenca quanto aos
achados clinicos do CCEO em pacientes mais

velhos.
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Tabela 1. Distribuicbes das frequéncias absotutas e
relativas encontradas quanto ao Sexo, Idade,
Estadiamento clinico e SGHM (Campina Grande,
Paraiba, Brasil, 2016).

PARAMETROS N %
SEXO
Masculino 36 65,4
Feminino 19 34,5
IDADE
Jovem 25 454
Idoso 30 54,5
ESTADIAMENTO
lell 32 58,1
1 elv 23 41,8
OMS
Bem Diferenciado 18 32,7
Mod/Pobre mente 37 67,2
Diferenciado
BRYNE
Baixo Grau 15 27,2
Alto Grau 40 72,7

Associando-se 0s parametros clinicos
e morfolégicos com os grupos estudados pode
se observar que ndo houve associacdo
estatisticamente  significativa (p>0,05) quanto
ao sexo, estadiamento clinico e os SGHM,
onde tanto os casos de CCEL em jovens como
em idosos foram mais frequentes em homens,
diagnosticados em estagios iniciais (I/11) e
classificados como
moderadamente/pobremente diferenciado e de

alto grau de malignidade (Tabela 2).
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Tabela 2. Associacdo absoluta e relativa entre os parametros
clinico-morfoldgicos nos casos de CCEL em paciente jovens
e idosos (Campina Grande, Paraiba, Brasil, 2016).

GRUPOS
PARAMETROS JOVENS IDOSOS P
(<45 (=60
ANOS) ANOS)
SEXO
Masculino 19 (76%) 17 (56,7%) 0,133
Feminino 6 (24%) 13 (43,3%)
ESTADIAMENTO
CLINICO
11} 12 (48%) 20 (66,7%) 0,162
minv 13 (52%) 10 (33,3%)

OMS categorizado

Bem diferenciado 8 (32%) 10 (33,3%) 0,916

Mod./Pob. 17 (68%) 20 (66,7%)
diferenciado
BRYNE
Baixo Grau 8 (32%) 7(23,3) 0,472
Alto Grau 17 (68%) 23 (76,7)

Em relagao aos parametros

histopatoldgicos, N0SS0S resultados
corroboram com os achados de estudos
anteriores, onde o maior ndmero de casos de
CCEL, independente dos grupos etérios, €
classificado como moderadamente a
pobremente diferenciados, bem como sendo
de alto grau de malignidade (BENEVENUTO
et al, 2012; VASCONCELOS et al., 2014).
No entanto, Sun et al., (2015) observaram que
0os casos de CCEO em jovens foram
classificados em sua  maioria  como
pobremente diferenciados, diferentemente dos

casos de CCEO em idosos, sugerindo,
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portanto, haver, diferenca entre jovens e

idosos, quanto ao comportamento bioldgico.

Figura 1. Fotomicrografia representando analise morfoldgica
dos casos de CCEL. A) Fotomicrografia de CCEL Bem
Diferenciado em paciente jovem (HE, 400X); B)
Fotomicrografia de CCEL Pobremente Diferenciado em
pacient idoso (HE, 400X); C) Fotomicrografia de CCEL de
Baixo Grau de Malignidade em paciente jovem (HE, 40X);
D) Fotomicrografia de CCEL de Alto Grau de Malignidade
em paciente idoso (HE, 100X).

No que diz respeito a imunomarcagdo
do Bcl-2, pode se observar que houve uma
diferenca estatisticamente  significativa  entre
0S grupos estudados (jovens e idosos)
(p=0,046) com
positividade nos casos de CCEL dos

um maior indice de

individuos idosos (Figs. 2A e 2B). Nos casos
de CCEL em

citoplasmética do  Bcl-2

individuos ~ jovens, a
imunomarcagéo
ocorreu em esparsas Células neoplasicas dos
ninhos  tumorais (Fig 2C e 2D).
Corroborando, assim, os estudos de Knopf et
al, (2015), utilizando o método de PCR,

demonstraram menor indice de
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imunomarcagdo do Bcl-2 em pacientes <45
anos. Diferentemente, Zhang et al, (2012)
observaram maior imunoexpresséo do Bcl-2
em casos de CCEL em individuos com idade

< 60 anos,

sugerindo,  assim, um

comportamento  biolégico  tumoral  mais
agressivo nos pacientes jovens em relacdo aos
idosos. Chowdry et al, (2016) observaram
que a alta imunoexpressdo do Bcl-2, em casos
de carcinoma de células pequenas do pulmio
em jovens, estava relacionada a uma pior
sobrevida e ao pior prognostico desses
pacientes.

Correlacionando a imunoexpresséo do
Bcl2 com os parametros clinico-morfologicos
(Estadimento clinico e os SGHM), mostramos
que ndo houve correlacdo estatisticamente
significativa entre estes parametros (p>0,05).
No entanto, podemos observar que houve uma
maior imunoexpressdo do Bcl2 nos casos que
apresentaram estagios clinicos iniciais (I/11).
Quanto aos SGHM proposto pela OMS
(CARDESA el al., 2005), o maior indice de
positividade do Bcl-2 foi observado nos casos
classificados como bem diferenciados, e para
0 sistema proposto por Bryne et al., (1992) a
maior  imunomarcacdo  foi nos  casos
classificados como de Alto grau de
malignidade. (Tabela 3).

Zhang et al, (2012) corroboram com
nossos resultados, em que os casos de CCEL

classificados em estagios clinicos iniciais s&o
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0s que demonstraram maior IMUNOEXpPressao
do Bcl-2. Diferentemente dos nossos achados,
estudos demonstraram maior ImuNoexpressao
desta proteina em casos de CCEO em estagios
clinicos II/1V, sugerindo que tumores com
alta  imunexpressio do  Bcl-2  estdo
correlacionados com  pobre
RAHMANI et al, (2012).

progndstico

Neste estudo, resaltamos que 0s casos
classificados com bem diferenciados e de alto
grau de malignidade apresentaram 0s maiores
indices de positividade para esta proteina.
Corroborando, Zhang et al.,(2012) e Garewal
et al., (2014) observaram que a expressdo do
Bcl-2 é predominante nos casos de CCEO
bem diferenciados, sugerindo que a apoptose
provavelmente  desempenha  um  papel
importante nas fases iniciais da

carcinogénese.

Diferindo  dos nossos  resultados,
Rahmani et al., (2012), Janeja et al., (2015) e
Knopf et al., (2015) observaram uma alta
imunoexpressao do Bcl-2 em casos de CCEO
classificados com pobremente e
moderadamente diferenciados,
respectivamente.No que diz respeito ao
SGHM proposto por Bryne et al., (1992),
nossos resultados corroboram os achados de
Rahmani et al, (2012) onde a maior
imunomarcagdo do Bcl-2 foi observada nos
casos de CCEO classificados como de alto

grau de malignidade.



Conqres‘\so Brasileiro
- Ciencios
9o Saaude

Tabela 3. Correlagdo da imunoexpressdo de Bcl-2 em CCEL em jovens e idosos, estadiamento clinico e os SGHM (OMS
(CARDESA et al., 2005) e Bryne et al., 1992) (Campina Grande-PB, Brasil, 2016).

citoplasmatica do Bcl-2 em células neoplésicas de CCEL em
individuo jovem (Advance HRP, 100X e 400X,
respectivamente).

Variawel Grupos N Mediana Q25-Q75 Média dos Soma dos U P
Ranks Ranks
(Bcl-2)
Jovens 25 8,30 2,05- 16,95 23,28 582,00
Idade Idosos 30 13,30 7,47-25,55 31,93 958,00 257,0 0,046*
i 32 11,40 6,02-22,72 28,52 912,50
Estadiamento v 23 10,30 4,90-17,60 27,28 627,50 351,5 0,778
Bem 18 12,45 3,97-26,4 28,22 508,00
OMS M od/Pob 37 11,10 5,75-17,2 27,89 1032,00 329,0 0,943
Baixo Grau 15 7,50 3,00-24,1 26,20 393,00
Bryne Alto Grau 40 11,35 6,15-17,65 28,68 1147,00 273,0 0,610
CONCLUSOES
Diante dos parametros clinico-

Figura 2. Imunomarcagdo para anticorpo Bcl-2. (A e B)
Fotomicrografias evidenciando alto indice de positividade
citoplasmatica do Bcl-2 principalmente nas células da
periferia dos ninhos tumorais de CCEL em individuo idoso.
(Advance HRP, 100X e 400X, respectivamente). (C e D)
Fotomicrografias mostrando menor indice de positividade
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morfoldgicos encontrados em nosso  estudo,
podemos observar que ndo houve diferenca
no que diz respeito ao perfil clinico e
diferenciacdo celular entre as faixas etarias
estudadas. No entanto, no que diz respeito a
maior imunoexpressdo do Bcl2 que foi
observada em CCEL em individuos idosos,
pode-se inferir que nesta faixa etaria esta
neoplasia exibe um comportamento bioldgico
mais agressivo, podendo estar relacionada a

uma maior sobrevida das células neoplasicas.
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