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RESUMO

Introducao: O carcinoma de células escamosas oral (CCEO) corresponde a 95% das neoplasias
malignas que afetam a cavidade oral e acometendo preferencialmente individuos entre a quinta e
sexta década de vida. No entanto, a incidéncia do CCEO em pacientes jovens tem aumentado nos
ultimos anos, € os tumores tem demonstrado comportamento bioldgico mais agressivo quando
comparados aos casos em idosos. Objetivos: Avaliar a imunoexpressdo do Bcl-2 em casos de
CCE de lingua em pacientes jovens e idosos, correlacionando-a com os pardmetros clinico-
patologicos. Materiais e Métodos: A amostra foi constituida de 55 casos de Carcinoma Células
Escamosas de Lingua (CCEL) diagnosticados em dois hospitais de referéncia em oncologia da
Paraiba, entre os anos de 1999 e 2015, sendo dividida em dois grupos: jovens (<45 anos de idade)
(n=25) e idosos (=60 anos de idade) (n=30). Os parametros clinicos (sexo, idade e TNM) foram
obtidos através dos prontuarios médicos. Na analise morfologica foram utilizados os Sistemas de
Gradacdo Histopatologico de Malignidade (SGHM), propostos por Bryne et al., (1992) e pela
OMS (CARDESA et al., 2005). Em seguida, foi realizada a técnica da imunoistoquimica pelo
método da imunoperoxidase com a técnica baseada em polimeros de dextrano objetivando-se
avaliar quantitativamente a imunoexpressdo do Bcl-2, nas células neoplasicas. Para andlise
estatistica, foram utilizados os testes de qui-quadrado e Mann-Whitney, com valor de p<0,05.
Resultados: Em relagdo aos pardmetros clinicos, observamos que 65,4% (n=36) dos casos
acometeram preferencialmente homens, com idade superior a 60 anos (n=30; 54,5%). Quanto ao
estadiamento clinico e aos SGHM, a maioria apresentava-se em estagios iniciais (I/IT) (n=32;
58,1%), classificados como Moderado/ pobremente diferenciados (n=37; 67,2%) e com Alto grau
de malignidade (n=40; 72,7%). No tocante a imunomarcagdo do Bcl-2, houve diferenca
estatisticamente significativa entre os casos de CCEL em jovens e idosos (p=0,046) com maior
indice de positividade em pacientes idosos. A imunoexpressao do Bcl-2 foi maior nos casos com
estagios clinicos iniciais (I/Il), classificados como bem diferenciados e de alto grau de
malignidade. Conclusdes: Pode-se inferir que houve maior imunoexpressio do Bcl-2 em
individuos idosos, sugerindo que o comportamento bioldgico mais agressivo nessa faixa etaria
pode estar relacionado a maior sobrevivéncia das células neoplasicas.

Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas, individuos jovens, estadiamento clinico,
apoptose, imunoistoquimica.



ABSTRACT

Background: Oral squamous cell carcinoma (OSCC) corresponds to 95% of malignant neoplasms
that affects the oral cavity, involving individuals between the fifth and sixth decade of life.
However, the incidence of OSCC in younger patients has increased in recent years, demonstrating
more aggressive biological behavior when compared to the elderly. Objectives: This study
evaluated the immunoexpression of Bcl-2 in cases of OSCC of tongue (TSCC) in younger and
elderly patients, correlating with clinical and morphological parameters. Materials and methods:
Sample consisted of 55 cases of TSCC diagnosed in the two referral hospitals in oncology,
between 1999 and 2015 years, being divided into two groups: young (<45 years old) and elderly
(=60 years old). Clinical parameters (gender, age and TNM) were obtained from medical records.
For morphological analysis were used two Gradation Systems Histopathological of Malignancy
(GSHM), proposed by Bryne et al. (1992) and WHO (CARDESA et al. 2005).
Immunohistochemistry was performed by immunoperoxidase method with dextran polymer-based
technique to quantitatively assess the immunoexpression of Bcl-2 in neoplastic cells. Statistical
analysis was performed using the Qui-square and Mann-Whitney test, p <0.05. Results: In
relation to clinical parameters, it was observed that 65.4% of cases (n=36) was men and older than
60 years. Clinical staging and GSHM, 58.1% (n=32) presented an early stage (I/Il), classified as
Moderate/poorly differentiated (n= 37; 67.2%) and grade high of malignancy (n=40; 72.7%).
Regarding immunostaining of Bcl-2, there was a statistically significant difference between the
cases of TSCC in young and elderly (p=0.046). Although without statistically significant
association, immunoexpression of Bcl-2 was higher in patients with clinical stage I / I, classified
as well differentiated and grade high malignancy. Conclusions: Based on greater
immunoexpression of Bcl-2 in elderly individuals, we suggest that more aggressive biological
behavior in this age group may be related to increased survival of neoplastic cells.

Key-words: squamous cell carcinoma, imunohistochemical, young individuals.
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1 INTRODUCAO

O Carcinoma de Células Escamosas Oral (CCEO) ¢ considerado um dos seis tipos mais
frequentes de cancer em seres humanos com uma incidéncia anual de 300.000 casos em todo
mundo (WANG et al. 2013). Este tipo de cancer corresponde a 90% das neoplasias que ocorrem
no trato aerodigestivo superior (cavidade oral, orofaringe, hipofaringe, laringe e esdfago)
(MONSJOU et al. 2013). Esta neoplasia representa uma condi¢do maligna dos tecidos que
revestem a cavidade oral e pode surgir em regides anatdmicas como labio, lingua, mucosa jugal,
palato, gengiva, assoalho bucal e regido retromolar, com capacidade de difusdo local, regional e a
distancia (RETHMAN et al. 2010). Achados na literatura mostram que a lingua, a gengiva € o
assoalho sdo os locais mais envolvidos pelo CCE, sendo os localizados na lingua e assoalho bucal
considerados de pior prognostico quando comparados as outras localizagdes (CONCEICAO et al.
2010; SANTOS et al. 2016).

A maioria dos relatos confirma a ocorréncia mais frequente em individuos do sexo
masculino, entre a quinta e a sétima décadas de vida. No entanto, existe uma incidéncia crescente,
especialmente entre individuos com menos de 45 anos de idade, sugerindo alguns fatores
comportamentais ¢ ambientais ndo tradicionais a sua epidemiologia (KNOPT et al. 2015). Sugere-
se que o desenvolvimento do CCEO em pacientes jovens seja caracterizado por um
comportamento bioldgico mais agressivo o que pode traduzir em um comportamento clinico

diferente quando comparado a pacientes mais velhos (MONSJOU et al. 2013).

Na literatura, ndo ha consenso sobre o prognostico do CCEO em jovens, embora haja uma
afirmacdo geral de que os pacientes mais jovens tém uma doenga mais agressiva com maior taxa
de recorréncia local ou regional com comprometimento de linfonodos apos o tratamento em
comparagdo com pacientes mais velhos (UDEABOR et al. 2012; KNOPT et al. 2015). Para
indicar o tratamento mais adequado e o possivel prognostico para os casos de CCEQO, deve-se
avaliar os parametros clinicos, como faixa etaria, sexo, raca, localizacdo anatomica ¢ TNM; bem
como os aspectos morfologicos, baseados nos Sistemas de Gradacdo Histologica de
Malignidade(SGHM). Entre os pararametros analisados, o TNM ¢ o Sistema de stadiamento
clinico mais utilizado para determinar o comportamento individual de cada tumor, avaliando o seu

tamanho e a sua disseminagdo metastatica no momento do diagnodstico (SOBIN, 2009).

Para suplementar o sistema clinico, os SGHM surgiram com o intuito de fornecer

conhecimentos adicionais que pudessem explicar o comportamento biologico discrepante de
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tumores com caracteristicas clinicas semelhantes (LOURENCO et al. 2007). Entre eles, os mais
utilizados sdo os SGHM propostos por Bryne et al. (1992) e OMS (CARDESA et al. 2005). No
sistema proposto por Bryne et al. (1992), a regido de front de invasdo tumoral ¢ considerada a area
mais significativa para classificacdo do tumor, caracterizando-o como de baixo ou de alto grau de
malignidade. J& a classificacdo histopatologica de malignidade proposta pela OMS, considera a
arquitetura morfologica tecidual e diferenciacdo celular como pardmetros caracteristicos que
demonstram o grau de diferenciacdo do tumor em relacdo ao tecido normal (CARDESA et al.
2005).

Embora varidveis clinicas e morfologicas sejam utilizadas como indicadores do
comportamento bioldgico ¢ prognostico do CCEO em pacientes jovens, estudos destinados a
identificar outros indicadores do comportamento biologico desse tumor sdo conduzidos, tal como
a imunoistoquimica, através do estudo das vias de proliferacdo celular e apoptose (ALVES et al.
2011).

Entre os mecanismos moleculares envolvidos na carcinogénese, defeitos na regulacdo da
morte celular programada podem contribuir para a patogénese e progressdao do cancer (NOGUT]I,
2015). Existem duas vias classicas para a apoptose: extrinseca e intrinseca. A via intrinseca ou
mitocondrial ¢ ativada em resposta a alteragdes intracelulares. A via extrinseca ¢ acionada pelo
acoplamento de ligantes aos receptores de morte, que se localizam na membrana celular. Ambas
as vias convergem para ativar um ou mais membros pro-apoptéticos (ex. Bax) que inibem a acdo
das proteinas anti-apoptoticas (Bcl-2), ativando as caspases e resultando na morte celular
(ADAMS, 2003; CASTANIER, ARNOUIT, 2010). Alguns estudos avaliando a expressao do Bcl-
2 em CCEO tém sido realizados. No entanto, pesquisas a respeito da imunoexpressdo do Bel-2 em
casos de CCEO em paciente jovens ainda sdo escassas, ressaltando, assim, a importancia da

realizagdo desta pesquisa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Epidemiologia

O Cancer ¢ considerado um problema mundial de satde publica atingindo paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, representando mais de 10 milhdes de novos casos e mais de

6 milhdes de mortes a cada ano em todo o mundo (MARTINS FILHO et al. 2014).

A incidéncia de cancer mundial cresceu 20% na ultima década. Segundo o Instituto
Nacional do Cancer - INCA (2015), a estimativa para o biénio de 2016/2017, registrara
aproximadamente 596 mil casos de cancer no Brasil, que distribuidos de acordo com o sexo, sdo
esperados 295.200 casos registrados em homens e 300.800 em mulheres no pais. Para Regido

Nordeste estima-se 52.680 casos de cancer em homens e 54.500 acometendo as mulheres.

Para o Brasil, o nimero de novos casos de cancer na cavidade oral é estimado em 11.140
casos em homens e de 4.350 em mulheres. Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o
cancer bucal em homens ¢ o quarto mais frequente na regido Sudeste, ocupa a quinta posi¢ao nas
regides Nordeste e Centro-Oeste, e nas regides Sul e Norte, ocupando a sexta e a sétima posicao,
respectivamente. Para as mulheres, o mesmo corresponde ao nono mais frequente na regido
Nordeste, ocupando a décima posi¢do na regido Sudeste, a décima-segunda nas regides Norte e

Centro-Oeste, e na regido Sul ocupa a décima-quinta posi¢cao (INCA, 2015).
2.2 Caracteristica Clinicas

Considerado um dos seis tipos mais comuns de cancer em seres humanos, o Carcinoma de
Células Escamosas (CCE), também denominado de Carcinoma Epidermoide, Carcinoma
Escamocelular ou Carcinoma Espinocelular, ¢ uma neoplasia maligna que se origina no epitélio de
revestimento e € considerada a mais frequente na regido de cabeca e pescoco, correspondendo a
90% das neoplasias que acometem o trato aerodigestivo superior (cavidade oral, orofaringe,
hipofaringe, laringe e esofago) (MONSJOU et al. 2013; VASCONCELOS et al. 2014; RIVERA et
al. 2014). Segundo o INCA (2015), na cavidade oral a lingua ¢ um dos locais mais acometidos
pelas neoplasias malignas e o diagnostico destas patologias ocorre muitas vezes em fase tardia,
podendo, em alguns casos, estar relacionado a falha do exame prévio completo das estruturas

bucais.

A maioria dos relatos confirma a ocorréncia mais frequente em individuos do sexo

masculino, de cor branca e na faixa etria entre a quinta e a sétima décadas de vida. No entanto,
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estudos epidemiologicos demonstram aumento da incidéncia do CCEO em pacientes jovens,
abaixo de 45 anos de idade, em todo o mundo (MONSJOU et al. 2013; SANTOS et al. 2015).
Apesar de haver uma maior predilegdo pelo sexo masculino, independente da idade, esse padrao
pode ser diferente em pacientes jovens, onde pode ser observada maior prevaléncia no sexo
feminino. A maior incidéncia em mulheres jovens pode estar associada a fatores etiologicos como

susceptibilidade genética, infeccdo viral, modula¢des hormonais e imunologicas, entre outras

doencas sistémicas (SOUDRY et al. 2010; FALAKI et al. 2011).

O Cancer oral ¢ caracterizado como uma doenga cronica, multifatorial, resultante da
interacao entre diversos fatores de risco, tais como: tabaco, alcool, radiacao solar, dieta, infec¢oes
da cavidade oral e deficiéncia imunologica (OLIVEIRA et al. 2013). Ha evidéncias que o uso do
tabaco isoladamente ou concomitante ao consumo de alcool aumentam o risco de
desenvolvimento desta neoplasia, devido ao efeito acumulativo dessas substancias serem
prejudiciais ao organismo, estando relacionados a mais de 80% dos casos (RIBEIRO et al. 2009;
MONSIJOU et al. 2013; SANTOS et al. 2015). No entanto, cerca de 20% dos casos ocorrem em
pacientes sem a presenca desses fatores de riscos tradicionais, sendo assim tem-se observado
relatos de CCEO em individuos ndo fumantes e ndo alcoolistas, podendo estar associado a outros
fatores etiologicos que acometem a populacdo mais jovem (VARGAS-FERREIRA et al. 2012;
JONES, 2014). O CCE da cavidade oral e orofaringe em jovens tem sido associado a historia
familiar de exposi¢ao ao papiloma virus humano (HPV), o virus herpes simplex (HSV), ao virus
da imunodeficiéncia humana (HIV) e algumas outras doengas infecciosas virais, apesar do seu

papel ainda ndo ser bem estabelecido (DE PAULA et al., 2009; UDEABOR et al., 2012).

Apesar da cavidade oral possibilitar visualizagdo direta de alteragdes suspeitas, o
diagnostico de lesdes intraorais ainda € realizado tardiamente. No que se refere ao cancer oral, o
tempo decorrido entre a percepcdo dos sintomas, diagnostico e o tratamento correto interfere ndo
s6 no prognostico, como também na qualidade de vida dos pacientes (SCOTT, MCGURK,
GRUNFELD, 2008). O diagnodstico precoce realizado pelo cirurgido-dentista contribui para um
melhor pronéstico, € consequentemente prolonga o indice de sobrevida dos pacientes. O
tratamento desta enfermidade inclui cirurgia, radioterapia e quimioterapia, isoladas ou associadas,
a depender do estagio ou risco em que o paciente portador do CCE encontra-se (BEENA et al.
2011). Os tipos de tratamentos instituidos sdo semelhantes para pacientes jovens e idosos, no
entanto, hé relatos que os jovens tendem a receber tratamentos combinados independentemente da
fase da doenca (MORRIS et al. 2010). Embora na literatura, a ocorréncia do CCEO em pacientes

jovem tenha aumentado nos ultimos anos, sendo relevantes por apresentar doenga mais agressiva,
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com comprometimento linfonodal no momento do diagnéstico e taxa de recorréncia local ou

regional consideravel apds a terapia, ainda existem controvérsias sobre o prognostico destes

pacientes (UDEABOR et al. 2012; KNOPF et al. 2015).

Analisando pardmetros clinicos (idade, sexo, raca, habitos nocivos, localizacdo e TNM) e
morfologicos (SGHM) dos casos de CCEO, pode-se desta forma instituir o tratamento mais
adequado e sugerir o possivel prognostico para tumor. A agressividade desses tumores esta
relacionada a diferentes fatores que incluem o tamanho da lesdao, o grau histologico de
malignidade, o nivel de envolvimento dos tecidos circunvizinhos, presenca de metastase no
momento do diagnostico e localizagdo anatomica (SILVEIRA et al. 2007). Logo, a padronizagdo
de dados que possibilitem a classificagdo dos tumores de uma determinada localizagdo anatomica,
como a cavidade oral, e norteiem a conduta terapéutica para as diferentes apresentagdes do cancer
em geral, ¢ de grande valia para a selecdo e avaliagdo do tratamento, bem como para a
determinacdo do prognostico dos tumores.

Para complementar a caracterizacdo clinica do tumor, a Unido Internacional Contra o
Cancer (UICC) desenvolveu o sistema de estadiamento denominado de sistema TNM de
classificacdo dos tumores malignos, sendo o mais utilizado para o CCEO com o intuito de predizer
0 prognoéstico e propor uma terapia mais adequada para esses casos. Este descreve a gravidade
do cancer com base no tamanho ou extensdo do tumor original (primario) e caracteriza se o tumor
se espalhou ou ndo pelo corpo. Sendo assim, o0 TNM ¢ o sistema responsavel pelo estadiamento
clinico do cancer classificando-o de acordo com trés parametros: tamanho do tumor (T), presenca
de metastases em linfonodos regionais (N), presen¢a ou auséncia de metéstases a distancia (M)
(LINDENBLATT et al. 2012). Ap6s quantificacdo desses pardmetros prognosticos, os tumores
sdo classificados em estagios que variam de I a IV, logo os classificados em estagio I ¢ II
correspondem aos casos de melhor prognostico quando comparados aos em estagios Il e IV
(VASCONCELOS et al. 2014).

Rahmani et al. (2012) observaram que a maioria dos pacientes de sua amostra (n = 52,
86,6%), com média de idade de 58 anos, foram diagnosticados em estagios avancados (I1I / IV),
com apenas oito pacientes em estagios iniciais (I / II). Benevenuto et al. (2012) observaram que
houve uma correlagdo estatisticamente significativa do TNM em pacientes jovens quando
comparado a pacientes idosos, onde 67% dos CCEO em jovens foram diagnosticados nos estagios
III e IV. Essa maior propor¢do de casos em estdgios mais avangados em jovens pode estar
relacionada a um diagndstico tardio, tal como o que ocorre em pacientes mais velhos ou pode estar

associado a um comportamento bioldgico mais agressivo relacionado a idade (SOUDRY et al.
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2010). No entanto, alguns estudos ndo observaram diferencas no estadiamento clinico entre

pacientes jovens e aqueles acima de 45 anos de idade (UDEABOR et al. 2012).
2.3 Sistema de Gradacao Histologica de Malignidade (SGHM)

Para suplementar o sistema clinico, os SGHM surgiram com o intuito de fornecer
conhecimentos adicionais que pudessem explicar o comportamento bioldgico discrepante de
tumores com caracteristicas clinicas semelhantes (LOURENCO et al. 2007). Atualmente para a
caracterizagdo dos tumores, os SGHM propostos pela OMS (CARDESA et al. 2005) e por Bryne

et al. (1992) sdo bastante utilizados.

A classificagdo histopatologica de malignidade proposta pela OMS baseia-se o grau de
diferenciagdo celular e permite o agrupamento dessa neoplasia maligna em trés categorias: Bem
diferenciados, Moderadamente ¢ Pobremente diferenciados (CARDESA et al. 2005). Tumores
classificados como bem diferenciados sdo denominados quando sua arquitetura tecidual apresenta-
se semelhante a um padrdo normal de epitélio escamoso. Aqueles que se mostram pouco
diferenciados, caracterizaram-se pelo predominio de células imaturas, numerosas mitoses tipicas e
atipicas, bem como minima ceratinizagdo, sdo classificados como pobremente diferenciados. Os
CCEO classificados como moderadamente diferenciados apresentaram um padrdo intermedidrio
entre as demais classificagdes, correspondendo a certo grau de pleomorfismo nuclear, atividade
mitotica e pouca ceratinizacdo (LOURENCO et al. 2007). Na avaliagdo histopatologica, a maioria
dos estudos relata que os CCEL apresentam-se bem ou moderadamente diferenciado tanto em
jovens como em pacientes mais velhos (ALSHARIF et al. 2009; MORRIS et al. 2010; VERED et
al. 2010). Kaminagakura et al. (2011) relataram que os tumores em individuos jovens tendem a ser
mais anaplasicos e infiltrativos, caracterizando tumor pobremente diferenciado. No entanto, em
outro estudo, (KAMINAGAKURA et al. 2016) avaliaram 41 pacientes (<40 anos de idade) com

CCEO e a maioria dos casos foram classificados com bem diferenciados (63,4%).

O Sistema proposto por Bryne et al. (1992) estabelece sua classificacdo de acordo com a
regido mais invasiva do tumor, denominada de front de invasdo tumoral. Neste sistema sugeriu-se
que as células presentes na area do front, exibiam diferentes caracteristicas moleculares quando
comparadas com as areas superficiais do tumor, que deve ser considerada a mais importante para
determinacdo do prognoéstico. A classificacdo proposta por Bryne et al. (1992) ¢ determinada por
quatro parametros: grau de ceratinizacdo, pleomorfismo nuclear, padrdo de invasdo e infiltrado
inflamatorio linfoplasmocitario. Os escores obtidos em cada um dos pardmetros devem ser

somados, obtendo-se, dessa forma, o escore final de malignidade do caso. As lesdes que
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apresentam escores finais entre 4 e 8, sdo classificadas como de baixo grau de malignidade. Por
sua vez, os tumores com escore final igual ou superior a 9, sdo classificados como de alto grau de

malignidade (SILVEIRA et al. 2007).

Alguns estudos sugerem que a gradacdo histopatologica detalhada da pega cirtirgica aliada
ao sistema TNM sejam os melhores critérios para o manejo poOs-operatorio e também para
predicdo do progndstico de pacientes com CCEO (WOOLGAR, 2006; WOOLGAR;
TRIANTAFYLLOU, 2009; DISSANAYAKA et al. 2012). No entanto, estudos destinados a
identificar outros indicadores do comportamento biologico desse tumor sdo conduzidos, tal como

a imunoistoquimica, através do estudo de proliferacdo celular e apoptose (ALVES et al. 2011).

2.4 Apoptose

A apoptose corresponde ao processo biologico de morte celular programada que contribui
para a eliminacdo de células desnecessarias e indesejaveis para manter o equilibrio entre a
sobrevivéncia e morte celular (KIM et al. 2013). Esta ¢ mediada pela ativagdo de caspases e
conduzida por duas vias principais, a via extrinseca que envolve receptores de morte ¢ a via
intrinseca envolvendo as mitocondrias. Ambas as vias convergem para ativar um ou mais
membros pro-apoptoticos (ex. Bax) que inibem a acdo das proteinas anti-apoptoticas (bcl-2),
ativando as caspases e resultando na morte celular (WILLYE, 1991; ADAMS, 2003;
CASTANIER, ARNOUIT, 2010). As interacdes especificas entre diferentes proteinas da familia

Bcl-2 demonstram se a via de morte celular intrinseca € ativada.

2.4.1 Bel-2

Como um tipo classico de oncogene, reconhecido como gene linfoma de células B 2 (Bcl-
2) foi encontrado desempenhando um papel regulador crucial numa variedade de apoptose de
células malignas tumorais e metastases a distdncia, em varios tipos de cancer (YAO et al. 2015). O
Bcl-2 e seus familiares constituem uma familia dindmica de moléculas pro-apoptoticas, incluindo
o Bax, Bak, Bid, Bik, e anti-apoptoticas, incluindo Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, Al, envolvidas no
desenvolvimento do cancer, progressdo e resisténcia ao tratamento (NARANJO GOMES et al.
2014).

O Bcl-2 atua como um marcador na transformacdo neoplasica, permitindo analisar a
reducdo nos niveis de apoptose e a consequente progressao tumoral individual, com o intuito de
predizer o possivel prognostico do tumor (GAREWAL, GAREWAL, SIRCAR, 2014). Sendo

assim, diversos estudos a respeito da expressdo desta proteina vém sendo realizados em CCEO.
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De Vicente et al. (2006) avaliaram uma série de casos do CCEL em que houve associacdo
estatisticamente significativa entre a imunoexpressdo do Bcl-2 e o estadiamento clinico e
sobrevivéncia dos pacientes. Camisasca et al. (2009) analisaram os niveis de expressdao de
trés proteinas envolvidas na apoptose (Bcl-2, Bcl-X e Bax) e a sua relagdio com
caracteristicas clinico-patologicas e sobrevivéncia em casos de CCEO. Dos 53 casos da amostra a
imunoexpressao para Bel-2 foi detectada em 47 casos (86,8%), embora, ndo houve correlacdo com
a idade, sexo, TNM ou classificacdo histopatoldgica, esta imunoexpressao foi significativamente
correlacionada com melhor indice de sobrevivéncia. Sugeriu-se nesse estudo que a expressao do
Bcl-2 ¢ um importante marcador de prognoéstico do CCEO.

Rahmani et al. (2012) observaram que a superexpressao do Bcl-2 foi correlacionada a
pobre diferenciagdo tumoral, ao comprometimento dos linfonodos e aos estagios clinicos mais
avancados do tumor, sugerindo assim que a via supressdo apoptoOtica ¢ um evento molecular
importante na patogénese e carcinogénese do CCEO.

Knopf et al. (2015) em uma amostra de 276 pacientes (66 com idade <45 anos e 210 com
idades > 45 anos) com CCEL, realizaram uma avaliagdo detalhada do perfil oncogene e supressor
do tumor comparando as principais caracteristicas morfologicas do tumor em pacientes (jovens ¢
idosos). Utilizando-se do método da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), demonstraram
maior expressao do Bcl-2 em CCEL em pacientes idosos, sugerindo comportamento tumoral mais
agressivo, uma vez que os niveis de morte celular neoplasica sdo reduzidos durante a progressao
tumoral.

Portanto, diante do que foi discutido, pode se observar uma escassez de estudos em

relagdo a imunoexpressdo do Bcl-2 em casos de CCEL especificamente em individuos jovens.
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3.1 Objetivos Gerais
Avaliar, por meio da imunoistoquimica, a presenca da proteina Bcl-2 em uma série de casos de
CCEL em pacientes jovens e idosos, relacionando a imunomarca¢do com parametros clinicos e
com os SGHM dos tumores.

3.2 Objetivos Especificos

# Estabelecer associagoes entre os casos de CCEL em pacientes jovens e idosos de acordo

com parametros clinicos (sexo, TNM e estadiamento clinico) e morfologicos (SGHM).

# Avaliar a imunoexpressdo do Bcl-2 em CCEL de pacientes jovens e idosos;

= Comparacdo da imunoexpressdo do Bcl-2 com parametros clinicos (sexo e estadiamento

clinico) e com os SGHM (BRYNE et al. 1992; CARDESA et al. 2005).
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4 METODOLOGIA

4.1 Consideracdes éticas
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O projeto foi submetido & apreciacio do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Estadual da Paraiba (UEPB), seguindo os preceitos estabelecidos pela Resolugdo 466/12 da OMS
e registrado na Base de Registros de Pesquisas envolvendo Seres Humanos (Plataforma Brasil).

Seu protocolo foi aprovado conforme parecer de n° 634.714 (ANEXO A).

4.2 Caracterizacao do estudo
O estudo desenvolvido consistiu em uma pesquisa retrospectiva, com corte transversal,
caracterizada pela observacdo, registro e analise quantitativa do Bcl-2, por meio de

imunoistoquimica, em uma série de casos de CCEL em pacientes jovens € idosos.

4.3 Populacao e amostra

A populacdo objeto do presente estudo foi constituida por todos os casos de CCEO,
diagnosticados e arquivados, nos ultimos 16 anos (1999 a 2015), no Servigo de Anatomia
Patologica do Hospital Napoledo Laureano/ Jodo Pessoa — PB e do Hospital da FAP/ Campina
Grande — PB, que s3o os dois hospitais de referéncia em Oncologia no estado da Paraiba. A
amostra foi constituida por 55 casos de CCEL, sendo 25 casos em pacientes jovens (idade inferior

ou igual a 45 anos) e 30 casos em idosos (idade superior ou igual a 60 anos).

4.3.1 Critérios de inclusao e exclusao

Foram incluidos na amostra, apenas os casos de CCEL tratados por excisdo cirurgica, ¢ que no
bloco parafinado continham material suficiente que possibilitasse a avaliagdo do front de invasao
tumoral e cujas fichas clinicas dos pacientes possuiam informacdes relativas ao sexo, a faixa etaria
e ao estadiamento clinico (TNM) das lesoes.

Foram excluidos da amostra lesdes de pacientes que foram submetidos previamente a
radioterapia ou quimioterapia. Além disso, foram excluidos da pesquisa os casos que nao
possuiram quantidades suficientes de material bioldgico para realizacdo das gradacdes histologicas

de malignidade e do estudo imunoistoquimico.

4.4 Estudo clinico

Informagdes a respeito do sexo, faixa etdria, presenca de metdstase linfonodal regional e
estadiamento clinico (TNM) foram coletadas nos prontudrios médicos dos pacientes tratados no

Hospital Napoledo Laureano/ Jodo Pessoa — PB e no Hospital da FAP/ Campina Grande/PB. Para
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o estadiamento clinico foram utilizados os pardmetros elencados pela Unido Internacional Contra
o Cancer (UICC). Todos os dados clinicos foram anotados e registrados em fichas clinicas

previamente elaboradas pelos pesquisadores (APENDICE A).

4.5 Estudo morfologico

A amostra selecionada, fixada em formol a 10% e incluida em parafina, foi submetida a cortes
com Spm de espessura, 0s quais, por sua vez, foram estendidos em laminas de vidro e submetidos
a coloragdo de rotina da hematoxilina e eosina. Sob microscopia de luz (Leica DM 500, Leica
Microsystems Vertriecb GmbH, Wetzlar, DE), dois examinadores previamente treinados realizaram
a analise da gradacdo histologica de malignidade, de acordo com o sistema proposto por Bryne et

al., (1992) (Quadro 1) e com o sistema proposto pela OMS (CARDESA et al. 2005) (Quadro 2).

Quadro 1. Sistema de gradacao histologica de malignidade no front de invaséo, proposto por
Bryne et al. (1992).

Aspectos Escore de malignidade
morfoldgicos
1 2 3 4
Grau de Alto (> 50% das | Moderado (20-50% | Baixo (>5<20% Ausente (0-5% das
ceratinizacao células) das células) das células) células)
Pleomorfismo | Pouco (>75% de Moderado (50 a Intenso (>25< Extremo (0 a 25% de
nuclear células maduras) 75% de células 50 % de células células maduras)
maduras) maduras)
Padrao de Bordas Corddes, bandas e/ Pequenos Infiltracdo difusa e
invasao infiltrativas bem ou trabéculas grupos ou pronunciada, em
delimitadas solidas infiltrativas. corddes de pequenos grupos
células celulares e/ ou células
infiltrativas individuais (N<15).
(N>15)
Infiltrado Intenso Moderado Escasso Ausente
inflamatorio

Os escores obtidos em cada um dos parametros foram somados, obtendo-se, dessa forma, o
escore final de malignidade do caso, conforme Bryne et al. (1992). As lesdes que apresentaram
escores finais entre 4 ¢ 8, foram classificadas como de baixo grau de malignidade. Por sua vez, os
tumores com escore final igual ou superior a 9, foram classificados como de alto grau de
malignidade (SILVEIRA et al. 2007).

Quadro 2. Sistema de gradagao histopatologica de malignidade proposto pela OMS (CARDESA
et al., 2005). _
CLASSIFICACAO CARACTERISTICAS
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Bem diferenciado Arquitetura tecidual semelhante ao padrdo normal do
epitélio escamoso

Moderadamente diferenciado Certo grau de pleomorfismo nuclear e atividade
mitotica;
Pouca ceratinizagao

Pobremente diferenciado Predominio de células imaturas;
Numerosas mitoses tipicas e atipicas;
Minima ceratinizacdo;

No sistema de gradacdo histologica de malignidade proposto pela OMS (CARDESA et al.
2005) foi analisada toda a extensdo do tumor e o grau de diferenciagdo celular, classificando os
tumores em 3 tipos: bem diferenciados, moderadamente e pobremente diferenciados, conforme
mostra o quadro 2 acima.

Destaca-se que, para os dois sistemas de gradagdo histologica de malignidade as analises
foram realizadas sem que os examinadores tivessem conhecimento dos dados clinicos
relacionados ao caso. Os casos cujas gradacdes histologicas de malignidade, determinadas pelos

examinadores, foram discordantes, foram resolvidos por consenso.

4.6 Estudo imunoistoquimico
4.6.1 Meétodo imunoistoquimico

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
Aldrich CO, St Louis, MO, USA). Posteriormente, o material foi submetido ao método da
imunoperoxidase pela técnica baseada em polimeros de dextrano (Polymer/HRP, ADVANCE,
DAKO Carpinteria, CA, USA) utilizando o anticorpo monoclonal primério anti-Bcl-2 (QUADRO
3).

Como controles positivos para o anticorpo analisado foram utilizados espécimes de tonsila. O
controle negativo consistiu na substituicdo do anticorpo primario por albumina de soro bovino
(BSA) a 1% em solugdo tampao. A técnica utilizada seguiu o protocolo utilizado no Laboratério
de Imunoistoquimica do Programa de Pos-graduacdo em Odontologia da UEPB, conforme
descrito a seguir:

= Desparafinizagdo: 2 banhos em xilol, a temperatura ambiente (10 minutos cada);

# Re-hidratagdo em cadeia descendente de etanois:

» Alcool etilico absoluto I (5 minutos);



30

Alcool etilico absoluto II (5 minutos);

Alcool etilico absoluto IIT (5 minutos);
Alcool etilico 95°GL (5 minutos);
Alcool etilico 80°GL (5 minutos);

Remocdo de pigmentos formolicos com hidroxido de amodnia a 10% em etanol 95°, a
temperatura ambiente (10 minutos);
Lavagem em 4gua corrente (10 minutos);
Passagens rapidas em 4gua destilada (2 trocas);
Recuperagado antigénica (QUADRO 3);
Lavagem em éagua corrente (10 minutos);
Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);
Duas incubagdes dos cortes em solugdo de perdxido de hidrogénio 3% 10 volumes, em
proporg¢do de 1/1, para o bloqueio da peroxidase endogena tecidual (10 minutos cada);
Lavagem em éagua corrente (10 minutos);
Passagens rapidas em 4gua destilada (2 trocas);
Incubagdo dos cortes com o anticorpo primario, em solugdo diluente (Antibody diluent
with background reducing components, Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA),
a temperatura ambiente;
Duas passagens em solucdo de Tween 20 a 1% em TRIS-HCI pH 7,4, a temperatura
ambiente (5 minutos cada);
Incubagao com complexo de polimeros de dextrano (Polymer/HRP, ADVANCE, DAKO
Carpinteria, CA, USA), a temperatura ambiente (30 minutos);
Duas passagens em solucdo de Tween 20 a 1% em TRIS-HCI pH 7,4, a temperatura
ambiente (5 minutos cada);
Revelagdao da reagdo com solucdo cromogena de 3,3-diaminobenzidina (Liquid DAB+
Substrate, Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA) (1 minuto);
Lavagem em agua corrente (10 minutos);
Passagens rapidas em agua destilada (2 trocas);
Contracoloracdo com hematoxilina de Mayer, a temperatura ambiente (5 minutos);
Lavagem em agua corrente (10 minutos);
Desidratagao em cadeia ascendente de etandis:

= Alcool etilico absoluto I (5 minutos);

« Alcool etilico absoluto II (5 minutos);
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» Alcool etilico absoluto III (5 minutos);
# Trés passagens em xilol (2 minutos cada);
= Montagem em resina Permount® (Fisher Scientific Inc., Fair Lawn, NJ, USA).

Quadro 3. Especificidade, clone, fabricante, dilui¢do, recuperagdo antigénica e tempo de
incubacdo do anticorpo primario utilizado no estudo.

Especificidade Clone Fabricante | Diluicao Recuperacao Incubacao
Antigénica
Bcl-2 124 Dako 1:150 TRIS-EDTA, pH 60 min

9,0
Steamer,

96°C, 30 min

4.6.2 Analise Imunoistoquimica

A andlise da imunomarcagdo do anti-Bcl-2 foi realizada por dois patologistas, de forma
quantitativa, adaptando-se a metodologia utilizada no estudo de Brant et al., (2012). Foram
consideradas positivas as células com citoplasma acastanhado, independentemente da intensidade
de colorag¢dao. Primeiramente, no front de invasdo tumoral, sob aumento de 100%, foram
selecionadas 10 areas de maior imunorreatividade ao anticorpo estudado. Sob aumento de 400%,
cada uma destas areas foi fotomicrografada (ICC S0HD, Leica Microsystems Vertrieb GmbH) e as
imagens obtidas foram transferidas para um computador. Com o auxilio do programa /mageJ®
(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 multiplicado este valor por 100, estabelecendo assim o indice de positividade para cada

Caso.

IP = Células Positivas x 100
1000
4.7 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram digitados em planilha eletronica Excel (Microsoft Office 2007®)
e, posteriormente, exportados para o programa Statistical Package for the Social Sciences (Versao
17.0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Os resultados foram apresentados como mediana conforme a
distribui¢do ndo-normal, verificado pelo teste de Ko/mogorov-Smirnov.

O teste Qui-quadrado foi utilizado para verificar possiveis associagdes entre 0s grupos

estudados (jovens e idosos) e os pardmetros clinico-morfologico.
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Os testes Mann-Whitney foram aplicados para verificar possiveis diferencas estatisticas entre
os indices de positividade dos grupos estudados (jovens e idosos) em relagdo ao anticorpo
estudado e aos parametros clinico-morfologicos, tais como: a metéastase linfonodal ou a distancia,
estadiamento clinico categorizado (/I e III/IV) e SGHM. Os valores de p<0,05 foram

considerados significativos.
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RESUMO

Objetivos: Avaliar a imunoexpressdo do Bcl-2 em casos de Carcinoma de Células Escamosas de
lingua (CCEL) em pacientes jovens e idosos, correlacionando-a com os parametros clinico-
morfologicos. Materiais e métodos: A amostra foi constituida de 55 casos de CCEL
diagnosticados nos dois hospitais de referéncia em oncologia da Paraiba, entre os anos de 1999 ¢
2015, sendo dividida em grupos: jovens (<45 anos de idade) e idosos (>60 anos de idade). Os
parametros clinicos (sexo, idade e TNM) foram obtidos dos prontuarios médicos. Na andlise
morfologica foram utilizados dois Sistemas de Gradacdo Histopatologico de Malignidade
(SGHM), propostos por Bryne et al (1992) e OMS (2005). Através da imunoistoquimica, avaliou-
se quantitativamente a imunoexpressao do Bcl-2 nas células neoplésicas. Para andlise estatistica
foi utilizado os testes Qui-quadrado e Mann-Whitney, com valor de p<0,05. Resultados: Em
relagdo aos parametros clinicos, observou-se que 65,4% dos casos (n=36) acometeu homens e
54,5% (n=30) com idade > 60 anos. Quanto ao estadiamento clinico ¢ aos SGHM, 58,1% (n=32)
apresentava-se em estagios iniciais (I/II), classificados como Moderado/ pobremente diferenciados
(n=37; 67,2%) e com Alto grau de malignidade (n=40; 72,7%). Quanto imunomarca¢ao do Blc-2
houve diferenga estatisticamente significativa entre os casos de CCEL em jovens e idosos
(p=0,046). A imunoexpressao do Bcl-2 foi maior nos casos com estagio clinico I/Il, classificados
como bem diferenciados e de alto grau de malignidade. Conclusées: Pode-se inferir que a maior
imunoexpressao do Bcl-2 nos idosos, sugeriu comportamento bioldgico mais agressivo nesta faixa
etaria, podendo estar relacionado a uma maior sobrevivéncia das células neoplasicas.

Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas, imunoistoquimica, individuos jovens.
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ABSTRACT

Background: Oral squamous cell carcinoma (OSCC) corresponds to 95% of malignant neoplasms
that affects the oral cavity, involving individuals between the fifth and sixth decade of life.
However, the incidence of OSCC in younger patients has increased in recent years, demonstrated
more aggressive biological behavior when compared in the elderly. Objectives: This study
evaluated the immunoexpression of Bcl-2 in cases of OSCC of tongue (TSCC) in younger and
elderly patients, correlating with clinical and morphological parameters. Materials and methods:
Sample was constituted for 55 cases of TSCC diagnosed in the two referral hospitals in oncology,
between 1999 and 2015 years, being divided into two groups: young (<45 years old) and elderly
(>60 years old). Clinical parameters (gender, age and TNM) were obtained from medical records.
For morphological analysis were used two Gradation Systems Histopathological of Malignancy
(GSHM), proposed by Bryne et al. (1992) and WHO (2005). Immunohistochemistry was
performed to assess quantitatively the immunoexpression of Bcl-2 in neoplastic cells. Statistical
analysis was performed using the Mann-Whitney test, p <0.05. Results: In relation to clinical
parameters, it was observed that 65.4% of cases (n=36) was men and older than 60 years. Clinical
staging and GSHM, 58.1% (n=32) presented an early stage (I/I), classified as Moderate/poorly
differentiated (n= 37; 67.2%) and grade high of malignancy (n=40; 72.7%). Regarding
immunostaining of Bcl-2, there was a statistically significant difference between the cases of
TSCC in young and elderly (p=0.046). Although without statistically significant association,
immunoexpression of Bcl-2 was higher in patients with clinical stage I / II, classified as well
differentiated and grade high malignancy. Conclusions: Based on greater immunoexpression of
Bcl-2 in elderly individuals, we suggests that more aggressive biological behavior in this age
group may be related to increased survival of neoplastic cells.

Key-words: squamous cell carcinoma, imunohistochemical, young individuals.

1 INTRODUCAO

O Carcinoma de Células Escamos Oral (CCEO) representa 95% de todas as neoplasias
malignas que acomentem a cavidade oral. Usualmente esta neoplasia atinge preferencialmente
individuos do sexo masculino, entre a quinta e sétima década de vida, no entanto observou-se um
aumento da incidéncia do CCEO em individuos jovens, corresponde de 4% a 13% de todos os
casos, o qual sugere um padrio diferenciado quanto a etiopatogénese, ao comportamento
biolodgico e ao progndstico quando comparado ao cancer em pacientes idosos (1). Achados na
literatura tem demostrado que a lingua, seguida da gengiva, assoalho e mucosa jugal sdo os locais
mais acometidos pelo CCE em pacientes jovens (2-4). Em alguns estudos a lingua ¢ o sitio mais
acometido por este tipo de neoplasia independente da idade dos pacientes (5-7).

A etiologia do CCEO ¢ multifatorial, resultante da intera¢do entre diversos fatores de risco,

tais como: tabaco, alcool, radiacdo solar, dieta, infeccdes da cavidade oral e deficiéncia
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imunologica (8). Estudos relacionados tém demonstrado que os fatores de risco mais influentes
correspondem ao consumo de tabaco isoladamente ou concomitante ao uso de alcool, sugerindo
que quanto maior o consumo, pior a condi¢do prognostica para o cancer oral (9). No entanto, Sun
et al (6) observaram em seu estudo que o 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 exposi¢do ao virus do papiloma humano ou a outras infecgdes virais (10,11).

Sun et al (6) sugeriram que os pacientes jovens com CCEL tendiam a um pior prognostico
do que pacientes com o tumor em outros locais, € que o curso clinico e o prognéstico foram
semelhantes entre os dois grupos estudados (jovens e idosos), porém os jovens sao mais propensos
a ter recorréncia. Com isso, pode-se perceber que o comportamento biologico do CCEO em jovens
ainda ¢é controverso, sendo assim, novos estudos estdo sendo realizados, utilizando-se da
imunoistoquimica, com o intuito de identificar outros indicadores do comportamento biologico

que sugiram um melhor prognoéstico para estes pacientes.

Entre os mecanismos moleculares envolvidos na carcinogénese, defeitos na regulacdo da
morte celular programada podem contribuir para a patogénese e progressao tumoral. Membros da
familia Bcl-2 sdo proteinas reguladoras de apoptose, que se dividem em proteinas anti-apoptose
(Bcl-2, Bcel-X) e proteinas pro-apoptoticas (por exemplo, Bax e Bak), e o equilibrio entre elas
determina o destino da célula (12). Na literatura, estudos comparando comportamento bioldgico
tumoral em pacientes jovens e idosos ainda sdo escassos. Sendo assim, o presente estudo teve
como objetivo avaliar por meio da imunoistoquimica, a imunoexpressdo do Bcl-2 em uma série de
casos de CCEL em pacientes jovens e idosos, relacionando a imunomarcagdo com parametros

clinico-morfolégicos.

2 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual da
Paraiba (UEPB), conforme parecer de n° 634.714 (ANEXO A). O presente estudo consistiu em
uma pesquisa retrospectiva, com coorte transversal, caracterizada pela observacdo, registro,
andlise de pardmetros clinicos e morfologicos e andlise quantitativa do Bcl-2, por meio de

imunoistoquimica, em uma série de casos de CCEO em pacientes jovens e 1dosos.
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A amostra foi constituida por 55 casos de CCEL, sendo 25 casos em pacientes jovens (idade
inferior ou igual a 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
a2015).

Foram incluidos na amostra, apenas os casos de CCEL tratados por excisdo cirirgica, € que no
bloco parafinado continham material suficiente que possibilitasse a avaliacdo do front de invasio
tumoral e cujas fichas clinicas dos pacientes possuiram informacdes relativas a faixa etaria, sexo e
estadiamento clinico (TNM) das lesdes. Essas informagdes foram coletadas nos prontudrios
médicos de cada paciente. Foram excluidos da amostra, os casos em que o paciente recebeu
tratamento prévio de radioterapia e/ou quimioterapia e os blocos parafinados que apresentavam
quantidade insuficiente de material biologico para realizacdo das analises morfologicas e

imunoistoquimica.
a. Analise Morfoldgica

Os casos selecionados, fixados em formol a 10% e incluidos em parafina, submetidos a
cortes com Sum de espessura, estendidos em laminas de vidro e submetidos a coloracdo de rotina
da hematoxilina ¢ eosina. Sob microscopia de luz (Leica DM 500, Leica Microsystems Vertrieb
GmbH, Wetzlar, DE), dois examinadores previamente treinados realizaram a analise da gradagao
histologica de malignidade, de acordo com o sistema proposto por Bryne et al(13) no qual
considera-se as caracteristicas da regido do front de invasdo tumoral, determinando quatros
parametros para a classifica¢do: grau de ceratinizacdo, pleomorfismo nuclear, padrao de invasao e
infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario; cada parametro possui um 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 sdo 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(14). Ja de acordo com o sistema proposto pela OMS (15), o tumor ¢ classificado
como sendo bem diferenciado (arquitetura tecidual semelhante a um padrdao normal de epitélio
escamoso), moderadamente (padrdo intermediario entre as demais classificagdes, correspondendo
a certo grau de pleomorfismo nuclear, atividade mitotica ¢ pouca ceratinizagdo) ¢ pobremente
diferenciado (predominio de células imaturas, numerosas mitoses tipicas e atipicas, bem como

minima ceratiniza¢do, com caracteristicas notavelmente distintas do epitélio normal).

b. Analise Imunoistoquimica
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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
Aldrich CO, St Louis, MO, USA). Posteriormente, o material foi submetido ao método da
imunoperoxidase pela técnica baseada em polimeros de dextrano (Polymer/HRP) utilizando o
anticorpo monoclonal primario anti-Bel-2.

A andlise da imunomarcacdo do anti-bcl-2 foi realizada por dois patologistas, de forma
quantitativa, adaptando-se a metodologia utilizada no estudo de Brant et al (16). Foram
consideradas com imunoexpressdo as células que apresentaram citoplasma acastanhado,
independentemente da intensidade de colorag@o. Primeiramente, ao longo do front de invasdo
tumoral, sob aumento de 100%, foram selecionadas 10 areas de maior imunorreatividade ao
anticorpo estudado. Sob aumento de 400X, cada uma destas areas foi fotomicrografada (ICC
S0HD, Leica Microsystems Vertrieb GmbH) e as imagens obtidas foram transferidas para um
computador. Com o auxilio do programa /mageJ® (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 cé€lulas positivas e negativas, ¢ 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

ApoOs a contagem das células imunomarcadas, os resultados obtidos foram digitados em
planilha eletronica Excel (Microsoft Office 2007®) e, posteriormente, exportados para o programa
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), versao 17.0; Os resultados foram apresentados
como mediana conforme a distribuicdo ndo normal, verificado pelos testes de Ko/mogorov-
Smirnov. O teste de Qui-quadrado foi utilizado para verificar possiveis associagdes entre os grupos
estudados. Os testes Mann-Whitney foram utilizados para averiguar provaveis diferencas
estatisticas entre os grupos estudados (jovens e idosos). Os valores de p<0,05 foram considerados

significativos.
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3 RESULTADOS

Dos casos avaliados, 76% (n=19) dos pacientes jovens e 56,7% (n=17) dos idosos,
correspondem ao sexo masculino. Com relagdo ao estadiamento clinico, constatou-se que 40%
(n=10) dos casos diagnosticados em pacientes jovens encontraram-se em estagio clinico IV, e
43,3% (n=13) dos casos em idoso estavam em estagio clinico II. Através do SGHM, pela OMS
(15), observou-se maior frequéncia de CCEL com padrio de moderadamente diferenciado,
independente da faixa etaria dos pacientes, (n=14; 56 %) em jovens e (n=15; 50%) em idosos. Na
analise do front de invasdo tumoral, proposto por Bryne et al(13) 40 casos (72,7%) foram
classificados como de alto grau de malignidade, correspondendo a 68% (n=17) dos casos de

pacientes jovens e 76,7% (23) dos idosos (Tabela 1).

Tabela 1. Distribui¢des quanto ao Sexo, Estadiamento clinico e SGHM em casos de CCEL em pacientes

jovens e idosos (Campina Grande, Paraiba, Brasil, 2016).

PARAMETROS JOVENS (=45 ANOS) IDOSOS (=60 ANOS)
SEXO
Masculino 19 (76%) 17 (56,7%)

Feminino 6 (24%) 13 (43,3%)
ESTADIAMENTO
I 9 (36,0%) 7 (23,3%)
I 3 (12,0%) 13 (43,3%)
11 3 (12,0%) 6 (20,0%)
v 10 (40,0%) 4 (13,3%)
OMS

Bem 8 (32,0%) 10 (33,3%)
Moderadamente 14 (56,0%) 15 (50,0%)
Pobremente 3 (12,0%) 5 (16,7%)

BRYNE
Baixo Grau 8 (32,0%) 7 (23,3%)
Alto Grau 17 (68,0%) 23 (76,7%)

Associando os parametros clinicos e morfologicos com os grupos estudados pode se
observar que ndo houve associagdo 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/I) e classificados como

moderadamente/pobremente diferenciado e de alto grau de malignidade (Tabela 2).
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Tabela 2. Associagdo entre a idade e os parametros clinico-morfologicos nos casos de CCEL em paciente

jovens e idosos (Campina Grande, Paraiba, Brasil, 2016).

GRUPOS
PARAMETROS JOVENS (<45 ANOS) IDOSOS (=60 ANOS) p
SEXO
Masculino 19 (76%) 17 (56,7%) 0,133
Feminino 6 (24%) 13 (43,3%)
ESTADIAMENTO CLINICO
/i 12 (48%) 20 (66,7%) 0,162
v 13 (52%) 10 (33,3%)
OMS categorizado
Bem diferenciado 8 (32%) 10 (33,3%) 0,916
Mod./Pob. Diferenciado 17 (68%) 20 (66,7%)
BRYNE
Baixo Grau 8 (32%) 7(23,3) 0,472
Alto Grau 17 (68%) 23 (76,7)

Teste Qui-quadrado (x°) Valor de p<0,05

No que diz respeito a imunomarcagdo do Bcl-2, pode se observar que houve uma diferenga
estatisticamente significativa entre os grupos estudados (jovens e idosos) (p=0,046) com um maior
indice de positividade nos casos de CCEL dos individuos idosos (Figs. 2A e 2B). Nos casos de
CCEL em individuos jovens, a imunomarcacdo citoplasmatica do Bcl-2 ocorreu em esparsas
cé¢lulas neoplasicas dos ninhos tumorais (Fig 2C e 2D).

Correlacionando a imunoexpressdo do Bcl2 com os pardmetros clinico-morfologicos
(Estadimento clinico e os SGHM), ndo houve correlagdo estatisticamente significativa entre estes
parametros (p>0,05). No entanto, houve uma maior imunoexpressdo do Bcl2 nos casos que
apresentaram estagios clinicos iniciais (I/II). Quanto aos SGHM proposto pela OMS (15), o maior
indice de positividade do Bcl-2 foi observado nos casos classificados como bem diferenciados, e
para o sistema proposto por Bryne et al (13) a maior imunomarcagdo foi nos casos classificados

como de Alto grau de malignidade. (Tabela 3).

Tabela 3. Comparagdo da imunoexpressio de Bcl-2 em CCEL em jovens e idosos, estadiamento clinico e
0os SGHM (OMS (15) e Bryne et al (13)) (Campina Grande-PB, Brasil, 2016).

Variavel Grupos N Mediana Q25-Qs Média dos Soma dos U P
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(Bcl-2) Ranks Ranks
Jovens 25 8,30 2,05- 16,95 2328 582,00

Idade Idosos 30 13,30 7.47-25.55 31.93 958,00 210 0,046
VI 32 11,40 6,02-22,72 28,52 912,50

Estadiamento . .,/ 23 1030 4.90-17,60 2728 627,50 1> 0778
Bem 18 12,45 3,97-26,4 2822 508,00

OMS 3200 0,943
Mod/Pob 37 11,10 5,75-17.2 27.89 1032.00
Baixo Grau 15 7,50 3,00-24,1 2620 393,00

2730 0,610
Bryne Alto Grau 40 1135 6,15-17,65 28,68 1147,00

Teste Mann-Whitney Valor de p<0,05



Figura 1. Fotomicrografia representando analise morfologica dos casos de CCEL. A)
Fotomicrografia de CCEL Bem Diferenciado em paciente jovem, exibindo numerosas pérolas de
ceratina (‘1’) (HE,100X); B) Fotomicrografia de CCEL Pobremente Diferenciado em paciente
idoso, maior aumento, evidenciando, numerosas células com intenso pleomorfismo e
hipercromatismo nuclear ( ), bem como presenca de mitoses atipicas (m) (HE, 400X); C)
Fotomicrografia de CCEL de Baixo Grau de Malignidade em paciente jovem, com padrdo de
invagdo em forma corddes (+) , intenso infiltrado inflamatorio ( %) e presenca de pérola de
ceratina (\1’) (HE, 40X); D) Fotomicrografia de CCEL de Alto Grau de Malignidade em paciente
idoso, apresentando padrdo de invasdo correspondente a pequenas ilhas de células tumorais
(\) , bem como células dissociadas e leve infiltrado inflamatério (HE, 100x).
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Figura 2. Imunomarcagéo para anticorpo Bcl-2. A e B) Fotomicrografias evidenciando alto indice
de positividade citoplasmatica do Bcl-2, com coloragdo acatanhada principalmente no citoplasma
das 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
citoplasmatica do Bcl-2 em células neoplasicas de CCEL em individuo jovem (Advance HRP,

100X e 400X, respectivamente).

44



45

4 DISCUSSAO

Estudos recentes tém demonstrado que a incidéncia de CCEO em individuos jovens tem
aumentado consideravelmente nas ultimas décadas (1,3-4,7). Santos et al (7) realizaram um
levantamento retrospectivo do periodo de 15 anos, em um estado brasileiro e observaram que em
sua populac@o de 2311 casos registrados de CCEO, 76 (3,3%) corresponderam a pacientes jovens
(£ 45 anos de idade). Embora essa frequéncia varie de 1,4 a 13% de todos os casos de
CCEO(7,19-23).

Alguns estudos demonstraram que o CCEL que acomete estes individuos jovens, apresenta
um fenodtipo mais agressivo, com um alto indice de metdstase linfonodal no momento do
diagnostico. No entanto, ainda existem controvérsias sobre o prognostico desses pacientes (6,21).
Os mecanismos moleculares subjacentes ao comportamento agressivo do tumor ainda
permanecem obscuros quando comparados a incidéncia em pacientes jovens e idosos.

Em nosso estudo pode se observar que a maioria dos casos de CCEL acometeram homens,
independente do grupo estudado (jovens e idosos), semelhantemente aos estudos de Sun et al (6).
Pesquisas direcionadas a pacientes jovens também confirmaram a predominancia de CCEO em
individuos do sexo masculino (2,10,21). No entanto, Pires et al (22) afirmaram que as mudancas
nas atividades sociais e de estilo de vida das mulheres na atualidade estdo tornando-a mais
expostas a agentes carcinogénicos, o que sugere um aumento da incidéncia de cancer nessas
pacientes. Sendo assim, em outros estudos esse padrao de predominancia pode ser diferente para
pacientes jovens, no qual se observa uma maior prevaléncia do sexo feminino (17, 23).

No tocante ao estadiamento clinico, nossa pesquisa demonstrou que a maioria dos casos de
CCEL encontrava-se em estagios clinicos I e II, embora nos individuos jovens, houve uma leve
predominancia nos estagios avangados III/IV (52%), semelhantemente aos estudos de Benevenuto
et al(24), Mesquita et al (3), Soudry et al (17) e Knopf et al (1) que observaram que em pacientes
jovens, o CCEO apresentou-se em estagios clinicos mais avancados (III/IV). Sugerindo, portanto,
ndo haver diferenga quanto aos achados clinicos do CCEO em pacientes mais velhos.

Em relag@o aos parametros histopatologicos, nossos resultados corroboram com os achados
de estudos anteriores, onde o maior nimero de casos de CCEL, independente dos grupos etarios, ¢
classificado como moderadamente a pobremente diferenciados, bem como sendo de alto grau de
malignidade (24-25). No entanto, Sun et al (6) observaram que os casos de CCEO em jovens
foram classificados em sua maioria como pobremente diferenciados, diferentemente dos casos de
CCEO em idosos, sugerindo, portanto, haver diferenca entre jovens e idosos, quanto ao

comportamento bioldgico.
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No que diz respeito & imunoexpressao do Bcl-2, pode se observar que houve um maior
indice de positividade nos pacientes idosos, com diferenga estatisticamente significativa, em
relagdo aos jovens. Corroborando, assim, os estudos de Knopf et al(1), utilizando o método de
PCR, demonstraram menor indice de imunomarcacdo do Bcl-2 em pacientes <45 anos.
Diferentemente, Zhang et al (26) observaram maior imunoexpressao do Bcl-2 em casos de CCEL
em individuos com idade < 60 anos, sugerindo, assim, um comportamento bioldgico tumoral mais
agressivo nos pacientes jovens em relagdo aos idosos. Chowdry et al (27) observaram que a alta
imunoexpressao do Bcl-2, em casos de carcinoma de células pequenas do pulmdo em jovens,
estava relacionada a uma pior sobrevida e ao pior progndstico desses pacientes.

Diferentemente dos nossos achados, em que observamos maior imunomarcacao do Bcl-2
em casos de CCEL classificados em estagios clinicos iniciais (I/I), alguns estudos demonstraram
maior imunoexpressao desta proteina em casos de CCEO em estagios clinicos avangados (III/TV),
sugerindo que tumores com alta imunexpressdo do Bcl-2 estdo correlacionados com pobre
prognostico (28). Zhang et al (26), corroboram com nossos resultados, em que os casos de CCEL
classificados em estagios clinicos iniciais sdo os que demonstraram maior imunoexpressao do Bcl-
2.

Neste estudo podemos observar que ndao houve associacdo estatisticamente significativa
entre imunoexpressao do Bcl-2 € os SGHM, no entanto, resaltamos que os casos classificados com
bem diferenciados e de alto grau de malignidade apresentaram os maiores indices de positividade
para esta proteina. Corroborando nosso estudo, Zhang et al (26) e Garewal et al (29) observaram
que a expressao do Bcl-2 ¢ predominante nos casos de CCEO bem diferenciados, sugerindo que a

apoptose provavelmente desempenha um papel importante nas fases iniciais da carcinogénese.

Rahmani et al (28), Janeja et al (30) e Knopf et al (1) observaram uma alta imunoexpressao
do Bcl-2 em casos de CCEO classificados com pobremente e moderadamente diferenciados,
respectivamente. Diferindo dos resultados encontrados em nossa pesquisa onde a imunoexpressao
do Bcl-2 foi maior nos casos bem diferenciados, embora sem associagdo estatisticamente
significativa. No que diz respeito ao SGHM proposto por Bryne et al(13), nossos resultados
corroboram os achados de Rahmani et al (28) onde a maior imunomarcacdo do Bcl-2 foi

observada nos casos de CCEO classificados como de alto grau de malignidade.
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5 CONSIDERAGCOES FINAIS

Diante dos parametros clinico-morfolégicos encontrados em nosso estudo, podemos observar
que nao houve diferenga no que diz respeito ao perfil clinico e diferenciagdo celular entre as faixas
etarias estudadas. No entanto, no que diz respeito a maior imunoexpressao do Bcl-2 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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APENDICE A
FICHA INDIVIDUAL
IDENTIFICACAO
N° do prontuério: Ano: N°da biopsia:
0 DADOS CLINICOS
Sexo: Idade: Raga:
Localizacao anatomica: Estadiamento clinico:
Tratamento: Presenga de metastase:

0 ANALISE HISTOPATOLOGICA

- SGHM proposto por Bryne et al., (1992); Silveira et al., (2007)
Lamina HE:

1. Grau de ceratinizagao

1 () Altamente ceratinizada (mais de 50% das células)

2 () Moderada ceretinizada (20 a 50% das células)

3 () Minima ceratinizagao (5 a 20% das células)

4 (') Nenhuma ceratinizacdo (0 a 5% das células)

2. Pleomorfismo nuclear

1 () Pouco pleomorfismo nuclear (Mais de 75% das células maduras)

2 () Moderado pleomorfismo nuclear (50% a 75% das células maduras)
3 () Abundante pleomorfismo nuclear (25% a 50% das células maduras)
4 () Extremo pleomorfismo nuclear (0 a 25% das células maduras)

3. Padrao de invasao

1 () Bordas infiltrativas bem delimitadas

2 () Corddes, bandas e/ou trabéculas solidas infiltrativas

3 () Pequenos grupos ou corddes de células infiltrativas (n>15)

4 () Dissociagdo c¢lulas difusa e profunda em pequenos grupos e/ou células individuais (n<15)
4. Infiltrado Inflamatorio

1 () Infiltrado intenso

2 () Infiltrado moderado

3 () Infiltrado escasso

4 () Infiltrado ausente

() Baixo grau de malignidade [escore < §] () Alto grau [Total acima de 9]

- SGHM proposto pela OMS (CARDESA et al, 2005)
Lamina HE:

() Bem diferenciado
() Moderadamente diferenciado
() Pobremente diferenciado
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