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RESUMO 
 

O carcinoma epidermóide oral (CEO) é o tipo histológico mais comum do câncer 

da cavidade oral e apresenta elevada taxa de mortalidade, cerca de 50% dos 

indivíduos diagnosticados com CEO evoluem ao óbito dentro de um período de 

até 5 anos. Atualmente não existem biomarcadores capazes de predizer o 

prognóstico e a progressão tumoral, logo o estudo de proteínas responsáveis 

pelo controle apoptótico e, portanto, envolvidas na carcinogênese, tem estado 

em evidência. Assim, este estudo tem como objetivo avaliar a expressão da 

proteína Bcl-2 (B-cell lymphoma protein) como biomarcador de prognóstico e 

progressão tumoral em CEO. Utilizamos, para isso, dados clínicos e de 

seguimento de 109 indivíduos com diagnóstico conclusivo de CEO. Análise 

histopatológica de gradação, padrão de invasão, infiltrado linfocitário, invasão 

perineural, vascular e linfática tumoral foram avaliadas em lâminas coradas em 

Hematoxilina e Eosina. Fragmentos de tecido tumoral, displasia e epitélio 

adjacente ao tumor foram dispostos em microarranjos teciduais e submetidos à 

imuno-histoquímica, utilizando anticorpo anti-Bcl-2, clone 124. Elevada 

expressão de Bcl-2 foi observada no tecido tumoral, em relação ao epitélio 

adjacente ao tumor e displasia (p=0,033), bem como no fronte de invasão 

tumoral associado ao alto grau de infiltrado linfocitário tumoral (p=0,001). Não 

foi observada diferença entre a expressão de Bcl-2 em tecido tumoral quando 

comparada às variáveis clínico-patológicas: tamanho do tumor, 

comprometimento linfonodal, estadiamento, idade, sexo, consumo de álcool e 

tabaco. Adicionalmente, a expressão de Bcl-2 não foi associada ao prognóstico 

nas análises de sobrevida global e livre de doença. Concluímos que a proteína 

Bcl-2 pode ter papel importante em indicar o potencial de transformação maligna 

do epitélio oral no modelo de progressão tumoral utilizado, podendo ser um 

potencial biomarcador de evolução da displasia de alto grau para o CEO. No 

entanto, neste estudo, a expressão de Bcl-2 não mostrou ser um bom 

biomarcador de prognóstico. 

Palavras-Chave:  Bcl-2, carcinoma epidermóide oral, câncer da cavidade oral, 

biomarcador. 



 
 

EXPRESSION OF Bcl-2 PROTEIN AS A POTENTIAL BIOMARKER OF 
TUMOR PROGRESSION IN ORAL SQUAMOUS CELL CARCINOMA 

 

ABSTRACT 

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the most common histological type of 

cancer of the oral cavity and presents a high mortality rate, about 50% of 

individuals diagnosed with OSCC evolve to death within a period of up to 5 years. 

Currently, there are no biomarkers able to predict prognosis and tumor 

progression features, in this way, the study of proteins responsible for apoptotic 

control and therefore involved in carcinogenesis has been in evidence. Thus, this 

study aims to evaluate the expression of Bcl-2 protein (B-cell lymphoma protein 

2) as a prognostic biomarker and tumor progression in OSCC. We used clinical 

and follow-up data from 109 individuals with a conclusive diagnosis of OSCC. 

Histopathological analysis of gradation, patter of invasion, tumor lymphocytic 

infiltrate, perineural, vascular and lymphatic tumor invasion were evaluated on 

stained slides in Hematoxylin and Eosin. Fragments of tumor tissue, dysplasia 

and adjacent epithelium to the tumor were arranged in tissue microarrays and 

submitted to immunohistochemistry using anti-Bcl-2 antibody, clone 124. High 

Bcl-2 expression was observed in the tumor tissue, in relation to the adjacent 

epithelium to the tumor and dysplasia (p = 0.033), as well as on the tumor 

invasion front associated with the high degree of tumor lymphocytic infiltrate (p = 

0.001). No difference was observed in Bcl-2 expression in tumor tissue when 

compared to clinical-pathological variables: tumor size, lymph node involvement, 

staging, age, gender, alcohol consumption and smoking. Additionally, Bcl-2 

expression was not associated with prognosis in global and disease-free survival 

analyzes. We conclude that Bcl-2 protein may play an important role in indicating 

the malignant transformation potential of the oral epithelium in the tumor 

progression model used and may be a potential biomarker for the evolution of 

high-grade dysplasia for the CEO. However, in this study, Bcl-2 expression did 

not prove to be a good prognostic biomarker. 

Key words: Bcl-2, oral squamous cell carcinoma, oral cavity cancer, biomarker. 



 

LISTA DE FIGURAS 
 

Figura 1. Estimativa do número de casos incidentes e mortalidade de câncer no 

mundo. Adaptado de GLOBOCAN (2018)................................................................. 18 

Figura 2. Incidência do câncer da cavidade oral no Brasil, por sexo. Adaptado de 

INCA (2018). ............................................................................................................. 19 

Figura 3. Alterações histopatológicas do epitélio oral na transformação maligna, 

adaptada de FORASTIERE e colaboradores (2001). ................................................ 20 

Figura 4. Classificação TNM. Adaptado de KASPER  e colaboradores (2008). ....... 22 

Figura 5. Esquema mostrando as principais características desenvolvidas por uma 

célula cancerosa. Adaptado de Sasahira e colaboradores (2018). ........................... 25 

Figura 6. Representação esquemática das características estruturais das proteínas 

Bcl-2 pró-apoptóticas e anti-apoptóticas.Figura adaptada de BURLACU (2003). ..... 26 

Figura 7. Representação das vias apoptóticas intrínseca e extrínseca. ................... 27 

Figura 8. Fotomicrografia representativa da gradação tumoral em CEO ................. 42 

Figura 9. Fotomicrografia do Infiltrado linfocitário tumoral em CEO ......................... 43 

Figura 10. Fotomicrografia de CEO representando o padrão de invasão tumoral 

conforme proposto por Bryne et al., 1992.......... ....................................................... 44 

Figura 11. Fotomicrografia dos diferentes tipos de invasão tumoral ........................ 44 

Figura 12. Expressão da proteína Bcl-2 nos segmentos de epitélio adjacente ao 

tumor, displasia e tumor. ........................................................................................... 48 

Figura 13. Imunomarcação de Bcl-2 nos segmentos epitélio adjacente ao tumor, 

displasia e CEO ......................................................................................................... 49 

Figura 14. Curva de sobrevida global pelo método Kaplan-Meier e log-rank. 

Sobrevida global em relação à expressão de Bcl-2. ................................................. 50 

Figura 15. Curva de sobrevida livre de doença em relação à expressão de Bcl-2 pelo 

método Kaplan-Meier e log-rank. .............................................................................. 51 

  



 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1. Características clínico-patológicas dos indivíduos com CEO (n=109)........41 

Tabela 2. Associação entre as características clínico-patológicas dos indivíduos 

acometidos por CEO e a expressão da proteína Bcl-2 .............................................46 

Tabela 3. Associação entre as variáveis histopatológicas e a expressão da proteína 

Bcl-2 no tecido tumoral................................................................................................47 

Tabela 4. Padrão de expressão de Bcl-2 na progressão tumoral (n=28)....................48 

Tabela 5. Associação entre expressão de Bcl-2 e o grau de displasia (n=44) ...........49 

  



 

LISTA DE ABREVIAÇÕES 
 
 
 
 

Apaf-1 Fator de ativação de apoptose 1 

Bcl-2 B-cell lymphoma protein 2 

CEO Carcinoma epidermóide oral 

CID Classificação internacional de doenças 

DAB 3.3’-Diaminobenzidina 

DNA Ácido desoxirribonucleico 

Fas receptor TNF 

FasL Ligante Fas 

HE Hematoxilina-eosina 

HPV Human Papilomavirus 

HUCAM Hospital Universitário Cassiano Antônio de Moraes 

HSRC Hospital Santa Rita de Cássia 

IARC Agência Internacional de Pesquisa em Câncer 

IHQ Imunohistoquímica 

SLD Sobrevida livre de doença 

N0 Ausência de metástase em linfonodos regionais 

N+ Presença de metástase em linfonodos regionais   

SG Sobrevida global 

T1 Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensão 

T2 Tumor com mais de 2 cm e até 4 cm em sua maior dimensão 

T3 Tumor com mais de 4 cm em sua maior dimensão 



 

T4 Tumor que invade estruturas adjacentes 

TIL Linfócitos T infiltrantes 

TMA Microarranjo tecidual, do inglês Tissue Microarray 

TMN Tumor Node Metastasis 

TNF Fator de NecroseTumoral 

TRAIL Ligante Indutor de Apoptose Relacionado ao Fator de Necrose 
Tumoral 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

SUMÁRIO 

1 INTRODUÇÃO ............................................................................................. 16 

2 REVISÃO DE LITERATURA ........................................................................ 18 

2.1 CARCINOMA EPIDERMÓIDE ORAL .......................................................... 18 

2.1.1 Histopatologia ............................................................................................. 19 

2.1.2 Classificação ............................................................................................... 21 

2.1.3 Fatores de risco .......................................................................................... 23 

2.1.4 Resistência à morte celular ......................................................................... 24 

2.2 BCL-2 ........................................................................................................... 26 

2.3 BCL-2 E O CÂNCER .................................................................................... 28 

2.4 INDICADORES DE PROGNÓSTICO EM CEO ........................................... 29 

3 OBJETIVOS ................................................................................................. 31 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS ........................................................................ 31 

4 AMOSTRAS E MÉTODOS .......................................................................... 32 

4.1 ASPÉCTOS ÉTICOS ................................................................................... 32 

4.2 CASUÍSTICA................................................................................................ 32 

4.3 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA ................................................................... 33 

4.4 MICROARRANJO TECIDUAL  .................................................................... 35 

4.4.1 Validação TMA ............................................................................................ 36 

4.5 IMUNOHISTOQUÍMICA  .............................................................................. 36 

4.5.1 Imunohistoquímica da proteína Bcl-2 .......................................................... 36 

4.5.2 Análise de expressão proteica .................................................................... 37 

4.6 ACOMPANHAMENTO DOS PACIENTES ................................................... 38 

4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA .............................................................................. 38 

5 RESULTADOS ............................................................................................. 40 

5.1 CARACTERÍSTICAS CLÍNICO-PATOLÓGICAS ......................................... 40 

5.2 EXPRESSÃO DE BCL-2  ............................................................................ .45 



 

5.3 ANÁLISE DE SOBREVIVÊNCIA .................................................................. 50 

6 DISCUSSÃO ................................................................................................ 52 

7 CONCLUSÃO .............................................................................................. 56 

8 BIBLIOGRAFIA ............................................................................................ 57 

9 APÊNDICES ................................................................................................ 61 

 
 



16  
1 INTRODUÇÃO 

 

 

 

De acordo com dados publicados pela International Agency for Research on Cancer 

(IARC), um em cada cinco homens e uma a cada seis mulheres irão desenvolver 

algum tipo de câncer no decorrer de suas vidas, no mundo. Essa estimativa reflete no 

quanto é relevante o estudo do câncer, a fim de compreender a etiologia, 

desenvolvimento e comportamento da doença. Com isso, é possível desenvolver 

medidas de prevenção, detecção precoce, diagnóstico e tratamento eficientes, 

garantindo uma melhor qualidade de vida para estes pacientes (GLOBOCAN, 2018). 

 

O câncer da cavidade oral acomete predominantemente o assoalho de boca e língua, 

mas também pode ocorrer em outros subsítios como a mucosa labial, mucosa bucal, 

o palato duro, área retromolar e gengiva, como pode ser observado na figura 1 (CHI, 

ANGELA C.; DAY, TERRY A.; NEVILLE, 2015). O tipo histológico mais frequente é o 

carcinoma epidermóide oral (CEO), que origina-se a partir do epitélio de revestimento, 

na maioria das vezes associado à exposição aos fatores de risco álcool e tabaco 

(BRENER et al., 2007; MONTERO; PATEL, 2016).  

 
Atualmente, o diagnóstico do CEO é realizado por análise histopatológica. As 

características clínicas, como tamanho tumoral, acometimento linfonodal e localização 

das lesões são fundamentais para, juntamente com o diagnóstico anatomo-patológico, 

orientar a conduta médica para definir o melhor tratamento para o indivíduo 

(MONTERO; PATEL, 2016; RIVERA; VENEGAS, 2014).  

 

Quando o câncer é identificado em estádios iniciais, as condições para o tratamento 

são favoráveis, com maior chance de cura e melhor sobrevida do paciente, podendo 

ainda trazer menos sequelas e menor custo (SINEVICI; O’SULLIVAN, 2016). No 

entanto, no Brasil, a maior parte dos casos é diagnosticada em estadio avançado da 

doença, o que impacta na redução da sobrevida, que desses tumores já é reduzida, 

em torno de 5 anos (INCA, 2015; SHRIDHAR et al., 2016). 

 

Apesar dos avanços nas pesquisas em busca de tratamentos mais efetivos e 

compreensão das alterações moleculares no campo da oncologia e cirurgia, as taxas 
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de morbimortalidade permanecem altas. Um dos fatores que explica estes números é 

a ausência de biomarcadores que auxiliem na determinação do prognóstico ou 

capazes de predizer a evolução destes tumores (BROCKLEHURST; BAKER; 

SPEIGHT, 2010). Como consequência, a busca por biomarcadores de prognóstico e 

progressão tumoral tem ganhado destaque nos últimos anos, com grande potencial 

para a descoberta de biomarcadores capazes de estratificar os casos e assim, 

permitirem que a equipe médica defina sobre tratamentos mais individualizados 

(COUTINHO-CAMILLO et al., 2010). 

 

Sabe-se que a carcinogênese oral está relacionada com o acúmulo progressivo de 

alterações genéticas e epigenéticas em processos cruciais de regulação do ciclo 

celular, como por exemplo a apoptose (SASAHIRA, TOMONORI; KIRITA, 2018). A 

família de proteínas Bcl-2 participa desse processo de tumorigênese, uma vez que 

regulam as interações que ditam a sobrevivência celular ou comprometem a célula a 

processos apoptóticos (CHIPUK et al., 2010) . Estudos prévios têm mostrado que a 

elevada expressão da proteína Bcl-2 está relacionada a um prognóstico ruim em 

diversos tipos de câncer (ANVARI et al., 2012; KIRKIN; JOOS; ZÖRNIG, 2004; 

PAVITHRA et al., 2017, THOMAS et al., 2013). No entanto os estudos são 

controversos quanto a expressão de Bcl-2 e o CEO. 

 

Assim, neste estudo, nos propusemos a avaliar a aplicabilidade da proteína Bcl-2, 

membro anti-apoptótico da família de proteínas Bcl-2, como biomarcador de 

prognóstico e progressão tumoral em CEO, em um modelo de progressão tumoral 

com segmentos de epitélio adjacente ao tumor, displasia e tumor, como possível 

facilitador da decisão terapêutica, impactando na qualidade de vida dos indivíduos 

acometidos por esses tumores. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 CARCINOMA EPIDERMÓIDE ORAL 

 

O câncer da cavidade oral é o 16⁰ tipo de câncer mais incidente no mundo 

(GLOBOCAN,2018), apresentando elevada taxa de mortalidade, cerca de 50%, em 

um período de 5 anos, que é o tempo de sobrevida médio de um indivíduo 

diagnosticado com câncer nesse sítio anatômico (SASAHIRA, TOMONORI; KIRITA, 

2018), como pode ser observado na Figura 1, abaixo. 

 

Figura 1.Estimativa do número de casos incidentes e mortalidade de câncer no 
mundo. Adaptado de GLOBOCAN (2018). 

 

No Brasil, estima-se cerca de 15.000 novos casos de câncer da cavidade oral entre 

2018 e 2019, afetando 11 a cada 100 mil homens e 3 a cada 100 mil mulheres, sendo 

classificado como o quinto tipo mais comum de câncer entre os homens e o décimo 

segundo tipo de câncer mais comum no sexo feminino. O Espírito Santo é o estado 

brasileiro com a maior incidência da doença, com a taxa aproximada de 14,58 casos 

a cada 100 mil homens e 4,01 casos a cada 100 mil mulheres, como pode ser 

observado na Figura 2 (INCA, 2018). 

 

 



19  

Figura 2.Incidência do câncer da cavidade oral no Brasil, por sexo. O estado do 
Espírito Santo é o estado com maior incidência de câncer bucal no país, seguido de 
Santa Catarina, Paraná, Rio Grande do Sul, Mato Grosso do Sul e Rio de Janeiro, em 
relação aos homens. Entre as mulheres, também segue a liderança, seguido de 
Ceará, Pernambuco e Piauí, Mato Grosso do Sul e Santa Catarina. Adaptado de INCA 
(2018). 
 
 
2.1.1 Histopatologia 

 

O tipo histológico de câncer mais comum na cavidade oral é o carcinoma epidermóide, 

derivado do epitélio escamoso estratificado da mucosa oral, responsável por cerca de 

90% do câncer da cavidade oral. Apesar dos avanços no tratamento, como a cirurgia 

robótica e os avanços na radioterapia e quimioterapia, a sobrevida se mantém a 

mesma há cerca de três décadas, não havendo melhoras significativas (MONTERO; 

PATEL, 2016; SASAHIRA, TOMONORI; KIRITA, 2018). Este quadro é em parte 

explicado pelo diagnóstico tardio da doença em mais de 72% dos casos. Logo, a 

detecção precoce do câncer favorece um melhor desfecho clínico, uma vez que em 

estádios iniciais, há possiblidade de melhor resposta ao tratamento e reduzida 

morbidade. 

 

Um dos desafios da detecção precoce do CEO está relacionado à dificuldade de 

identificar quando tecidos displásicos da cavidade oral sofrerão transformação 

maligna, pois não há indicadores precisos dessa transição. As alterações da cavidade 

oral ocorrem em etapas, as quais são marcadas por alterações morfológicas, 

funcionais, genéticas e epigenéticas nas células. Essas mudanças caracterizam o 

fenômeno conhecido como transição epitélio-mesenquimal, onde de células com 

fenótipo epitelial passam a expressar características fenotípicas de células 
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mesenquimais, adquirindo além de morfologia compatível, outras características como 

perda de polaridade celular, com rearranjo nuclear, perda das estruturas de adesão, 

manifestando assim, maior mobilidade, capacidade de invasão e perdendo suas 

estruturas de adesão, contribuindo para à transformação do carcinoma epidermóide 

propriamente dito (MONTERO; PATEL, 2016; CHAW et al.,2012).  

 

Analisando as características morfológicas do epitélio durante o processo de 

carcinogênese, é possível identificar alterações como hiperqueratose e hiperplasia. 

Com o avanço da progressão das mudanças epiteliais, também é possível identificar 

os vários graus de displasia, variando desde leve, moderada e severa, até o carcinoma 

in situ, ou seja, displasia de alto grau, que antecedem o estabelecimento do carcinoma 

microinvasor (KUJAN et al., 2006; RIVERA; VENEGAS, 2014). 

 

Alguns modelos são utilizados para exemplificar a progressão de um epitélio normal 

a um epitélio displásico, como ilustrado na figura 3. Quando as células atípicas 

destroem a membrana basal e invadem o conjuntivo subjacente, tem-se a formação 

do carcinoma microinvasor, o qual pode posteriormente originar células capazes de 

invadir os tecidos adjacentes e até mesmo causar metástases regionais ou à distância 

(CHI, ANGELA C.; DAY, TERRY A.; NEVILLE, 2015; RIVERA; VENEGAS, 2014). 

 

 

Figura 3. Alterações histopatológicas do epitélio oral na transformação maligna, 
adaptada de FORASTIERE e colaboradores (2001). 
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2.1.2 Classificação  

 

Para avaliar as diferenças observadas na histopatologia tumoral, várias classificações 

têm sido propostas por estudiosos e também pela Organização Mundial da Saúde 

(OMS). Em 2005, a OMS propôs a classificação internacional de tumores, com base 

no grau de diferenciação tumoral, dividindo os tumores em bem diferenciados, 

moderadamente diferenciados e indiferenciados, o que foi proposto para auxiliar na 

avaliação da taxa de crescimento tumoral e na capacidade metastática do tumor.  

 

O Royal College of Pathologists (Liverpool), também sugere classificar os tumores de 

acordo com o padrão de invasão tumoral, considerando o fronte de invasão 

(HELLIWELL, TIM ; WOOLGAR, 2013). O fronte de invasão tumoral é a área do tumor 

que avança em relação aos tecidos adjacentes, sendo considerada por alguns autores 

como sendo a área mais representativa do tumor, caracterizada pelas modificações 

mais avançadas no grau de queratinização, polimorfismo celular e nuclear, e 

capacidade de invasão (RIVERA; VENEGAS, 2014). 

 

Clinicamente, o CEO é classificado de acordo com o Sistema de estadiamento 

preconizado pelo The American Joint Comitte on Cancer (AJCC), conhecido como 

Sistema TNM de classificação de tumores malignos, o qual considera a extensão da 

doença e a localização anatômica do tumor.  

 

O estadiamento é utilizado para determinar o tratamento adequado do tumor, levando 

em conta o tamanho do tumor primário (T), profundidade de invasão (Depth of 

invasion, DOI) medido em milimetros, o comprometimento dos linfonodos regionais 

(N), que estão presentes na cadeia de drenagem linfática relacionada à região em que 

o tumor primário está localizado, levando em consideração a extensão extranodal 

(Extranodal extension, ENE) e na presença ou ausência de metástases à distância 

(M). Estes  parâmetros recebem subclassificações numéricas (T0 a T4; N0 a N3; M0 

a M1, ENE +/-,) que, quando relacionados, indicam a extensão da doença e o grau de 

disseminação do tumor (AJCC,2017). Este sistema também é útil para avaliar o 

prognóstico do indivíduo após tratamento. 

 

Após a identificação das categorias T, N e M, estas são agrupadas para formar o 
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estadiamento clínico, o qual pode variar de I a IV. Nos estadios I e II, os tumores são, 

respectivamente, T1 e T2, não apresentam metástase em linfonodos regionais (N0) e 

nem à distância (M0). Os tumores T3 ou aqueles T1 e T2 com um linfonodo regional 

metastático (N1) são considerados estádio III. Lesões classificadas como T4, ou 

aquelas que apresentam dois linfonodos regionais acometidos por neoplasias (N2) e 

todos os tumores que apresentam metástase à distância (M1), são considerados 

estádio IV (AJCC,2017). Mais detalhes sobre a classificação TNM estão 

representados na figura 4. 

 

 

Figura 4. Classificação TNM. A ilustração mostra a classificação anatômica para 
estadiamento tumoral. A categoria T indica o tamanho do tumor, a categoria N 
descreve o envolvimento de linfonodos regionais e a categoria M descreve a presença 
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ou não de metástase à distância. A subclassificação utilizando letras “a” e “b” estão 
relacionadas a área acometida pelo tumor. O estadiamento IV C não representado na 
tabela é indicado por qualquer classificação T, N com metastase a distância positiva. 
Adaptado de KASPER  e colaboradores (2008). 
 
A partir do estadiamento clínico do tumor e do resultado histopatológico, é possível 

determinar qual o melhor tipo de tratamento para o indivíduo. O tratamento de escolha 

é a cirurgia, mas a quimioterapia e a radioterapia são utilizadas com frequência como 

tratamentos adjuvantes à cirurgia ou tratamentos paliativos. Apesar do tratamento 

cirúrgico ser radical, existe um considerável número de recorrências. (ZYGOGIANNI 

et al., 2011). Sendo assim, é necessária a inclusão de indicadores de prognóstico e 

do CEO, para auxiliar na conduta médica de tratamento. 

 

2.1.3 Fatores de risco  

 

As transformações celulares que contribuem para o desenvolvimento do carcinoma 

epidermóide provêm do acúmulo de alterações genéticas e epigenéticas. Alguns 

fatores de risco já bem conhecidos por estarem associados ao desenvolvimento da 

doença são o consumo de álcool e uso do tabaco que, de maneira sinérgica, 

potencializam o efeito cancerígeno (BRENER et al., 2007; PETERSEN, 2009). 

Homens que consomem bebida alcoólica e fumam estão cerca de trinta e oito vezes 

mais propensos a desenvolver o câncer que homens que não apresentam exposição 

a esses carcinógenos (ZYGOGIANNI et al., 2011).  

 

Ainda não existem mecanismos bem elucidados que explicam o efeito carcinógeno do 

álcool e do tabaco, mas as hipóteses mais aceitas relacionam a desidratação gerada 

pelo álcool ao aumento da permeabilidade da mucosa oral a outras toxinas e 

carcinógenos, como os mais de 300 tipos presentes no cigarro e nas folhas de tabaco. 

Os benzopirenos, nitrosaminas e aminas aromáticas, produtos gerados a partir da 

queima do tabaco, são capazes de promover alterações no DNA das células epiteliais 

em replicação. Além disso, o próprio metabolismo do álcool pode contribuir para a 

carcinogênese, levando à formação do acetaldeído, que é facilmente absorvido pela 

mucosa e tem potencial de provocar danos no epitélio, podendo levar à malignização 

dos queratinócitos (KHAIRNAR; WADGAVE; KHAIRNAR, 2017; PEMBERTON, 2018; 

ZYGOGIANNI et al., 2011). 
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Infecções virais que interferem no ciclo celular, como infecções pelo Papilomavírus 

humano (HPV), sobretudo os subtipos 16 e 18, também tem sido apontados como 

associadas ao desenvolvimento do câncer da cavidade oral (DEGLI ESPOSTI et al., 

2017). Contudo, a frequência de infecção pelo HPV em células tumorais de CEO é 

bastante variável (0 a 90%), dependendo da região geográfica, o que gera dúvidas 

sobre a real participação do HPV na carcinogênese desses tumores. Recentemente, 

estudos demonstraram que a frequência de infecção pelo HPV em CEO é baixa no 

Espírito Santo (DE ABREU et al., 2018), sendo o álcool e o tabaco considerados como 

os principais fatores envolvidos na carcinogênese destes tumores.  

 

2.1.4 Resistência à morte celular  

 

A progressão tumoral ocorre quando alterações genéticas e epigenéticas são 

estabelecidas e promovem mudanças moleculares capazes de causar modificações 

bioquímicas, fisiológicas e morfológicas nas células, as quais passam a desenvolver 

características específicas, que culminam na imortalização e autonomia de 

proliferação celular. Essas características foram agrupadas e descritas por Hanahan 

e Weinberg (2011), conforme esquematizado na figura 5.  

 

Assim, a célula tumoral passará a apresentar capacidade de sustentar a sinalização 

proliferativa, evitando a ação dos genes supressores tumorais e a ação do sistema 

imune. Estas células podem também desenvolver a capacidade de invasão e 

metástase, promovendo um microambiente de inflamação e induzindo a angiogênese. 

Adicionalmente, estas células  podem apresentar instabilidade e mutação genômica, 

o que favorece o acúmulo de outras mudanças, podendo inclusive adquirir o fenótipo 

de imortalidade, resistindo à morte celular e desregulando o metabolismo energético 

celular.  



25  

 

Figura 5. Esquema mostrando as principais características desenvolvidas por uma 
célula cancerosa. Adaptado de Sasahira e colaboradores (2018). 
 

Uma das características da resistência à morte celular das células cancerosas é a 

capacidade de escapar dos mecanismos de apoptose. A apoptose consiste na morte 

celular caracterizada pelas alterações morfológicas de retração citoplasmática, perda 

de aderência com a matriz extracelular e células vizinhas, condensação da cromatina, 

fragmentação cromossômica e formação dos corpos apoptóticos, que são fagocitados 

por células como os macrófagos e digeridos por enzimas no fagolisossomo, sem gerar 

qualquer tipo de inflamação (AKL et al., 2014). 

 

A apoptose ocorre basicamente por duas vias distintas, a via extrínseca, ou 

extracelular e a via intrínseca ou intracelular. Na via extrínseca há ativação de 

receptores de morte celular, presentes na membrana celular, por ligantes de morte 

específicos, que aumentam a atividade das caspases 8 e 3, como por exemplo os 

receptores pertencentes a família dos fatores de necrose tumoral (TNF)/TRAIL e 

Fas/FasL. A via intrínseca, por sua vez, é regulada pela família das proteínas Bcl-2, 

que quando estimuladas, participam nos processos de controle de permeabilidade da 

membrana mitocondrial. Membros pró-apoptotícos da família Bcl-2 participam da 

liberação de citocromo C da mitocôndria para o citosol, promovendo assim a ativação 

das caspases 9 e 3, as quais irão induzir a apoptose. Membros anti-apoptóticos dessa 

família, atuam impedindo a apoptose, por bloquear a ação de proteínas pró 

apoptóticas (KIRKIN; JOOS; ZÖRNIG, 2004; SASAHIRA; KIRITA, 2018). 



26  
2.2 Bcl-2  

 

A proteína Bcl-2 (B-cell lymphoma protein 2), primeira descrita da família de proteínas 

Bcl-2, apresenta esse nome pois foi descoberta a partir de estudos com linfomas não 

Hodgkin em humanos. Nos linfomas, existe uma translocação t(14:18) que altera o 

posicionamento do gene Bcl-2, que de sua localização normal no cromossomo 18 

(18q21), move-se para o lócus de cadeia pesada da imunoglobulina, no cromossomo 

14, o que proporciona a ativação da transcrição gênica do Bcl-2 e a superprodução 

das proteínas por ele transcritas. Dessa forma, o gene Bcl-2 age como um proto-

oncogene, promovendo a sobrevivência celular por meio da inibição de apoptose 

(KIRKIN; JOOS; ZÖRNIG, 2004).  

 

A família de proteínas Bcl-2 apresenta cerca de 12 proteínas cujas estruturas 

apresentam homologia, diferindo entre si, apenas por alguns aminoácidos (THOMAS 

et al., 2013) sendo divididas em grupos de proteínas pró-apoptóticas e anti-

apoptóticas, de acordo com sua função intracelular e homologia, como representado 

na figura 6. Localizam-se usualmente na membrana mitocondrial, retículo 

endoplasmático e nuclear. Possivelmente proteínas pró-apoptóticas que estejam no 

citosol, quando ativadas, sofrem mudanças conformacionais e migram para a 

membrana externa da mitocôndria, promovendo a apoptose (AKL et al., 2014; 

BURLACU, 2003).  

 

 

Figura 6. Representação esquemática das características estruturais das proteínas 
Bcl-2 pró-apoptóticas e anti-apoptóticas. As estruturas protéicas estão representadas 
em sua forma linear, BH1-BH4 representam os domínios homólogos e TM representa 
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o carboxi-terminal do domínio de membrana hidrofóbico. As proteínas Bcl-2 são 
formadas por proteínas anti-apoptóticas (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1, A1,Bbcl-W) com os 
quatro domínios BH e TM; e proteínas pró-apoptóticas (Bax, Bak e Bok) apresentando 
os domínios TM e BH1-BH3, sem o domínio BH4 e ligantes pró-apoptóticos 
apresentando apenas o domínio BH3 (Bik, BNIP) ou sem o domínio TM (Bad, Bid, 
Bim, EGL-1).Figura adaptada de BURLACU (2003). 
  

As proteínas pró-apoptóticas BAK, BAX e BOK, ao receberem sinalização de morte 

celular sofrem oligomerização, formando poros na membrana mitocondrial, 

proporcionando o aumento de sua permeabilidade e extravasamento de citocromo c 

para o citoplasma, este se liga ao Fator de ativação de apoptose 1 (Apaf-1), formando 

o complexo apoptossomo, que ativa as caspases, levando a célula a morte (THOMAS 

et al., 2014).  

 

As proteínas anti-apoptóticas Bcl-2, Bcl-XL, Bcl- w, Mcl-1 e A1, por sua vez, têm a 

capacidade de bloquear a ação de BAK e BAX, possivelmente pela formação de 

heterodímeros com essas moléculas, preservando a integridade da membrana 

mitocondrial (BORNER, 2003) (figura 7). O equilíbrio relativo entre a atuação das 

proteínas da família Bcl-2 é fundamental no controle dos processos apoptóticos, 

proporcionando sua ativação ou inibição, indiretamente (CHIPUK et al., 2010; FARIA 

et al., 2006).  

 

Figura 7. Representação das vias apoptóticas intrínseca e extrínseca. Via intrínseca: 
Proteínas pró-apoptóticas como BAX e BAK, quando estimuladas, provocam a saída 
de citocromo c para o citoplasma celular, que se complexa com Apaf-1 e ativa as 
caspases, promovendo a apoptose. As proteínas anti-apoptóticas da família Bcl-2 
(representada por Bcl-2) inibem a ação de BAX e BAK. Via extrínseca: A ativação de 
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receptores de morte celular pelos seus ligantes promove a liberação das caspases, 
levando a apoptose. LRMC: Ligantes do receptor de morte celular. RMC: Receptor de 
morte celular. 
 

O equilíbrio entre as proteínas pró-apoptóticas e anti-apoptóticas da família Bcl-2 é 

responsável por determinar se a célula entrará em processo de apoptose ou não. Além 

disso,  a família de proteínas Bcl-2 possivelmente controla a homeostase intracelular 

de Ca2+, regulando o seu armazenamento no retículo endoplasmático (BURLACU, 

2003). Sabe-se que as variações dos níveis de cálcio intracelular são capazes de 

promover a apoptose, pois tanto em elevadas concentrações quanto em baixas 

concentrações, impossibilitam as atividades funcionais da mitocôndria (CHIPUK et al., 

2010; KIRKIN; JOOS; ZÖRNIG, 2004) . No retículo endoplasmático, as proteínas Bcl-

2 são capazes de bloquear o receptor inositol 1,4,5-trifosfato, impedindo o fluxo de 

Ca2+ e assim, impedindo processos que sinalizam a morte celular (AKL et al., 2014; 

BURLACU, 2003).  

 

2.3 Bcl-2 e o câncer  

 

A célula tumoral é exposta a vários estímulos apoptóticos durante seu 

desenvolvimento. A proliferação descontrolada leva a limitações no suprimento de 

nutrientes e oxigênio para as células, que então passam a precisar desenvolver 

mutações e mecanismos para sobreviver a este ambiente hostil. Um desses 

mecanismos é a inibição da morte celular por meio de evasão aos processos 

apoptóticos devido à  super expressão de Bcl-2 (DUAN et al., 2016; KIRKIN; JOOS; 

ZÖRNIG, 2004; THOMAS et al., 2013). 

 

Vários tipos de câncer, como leucemias, melanomas, câncer de mama, próstata, 

câncer colorretal, hepatocarcinomas, gliomas e carcinomas epidermóides orais tem 

sido associados a alta expressão de Bcl-2 (THOMAS et al., 2013; UM, 2016). Loro e 

colaboradores (2005) mostraram que a expressão aberrante de Bcl-2 e BAX, 

concomitantemente com outras alterações moleculares, está relacionada com a 

progressão da displasia epitelial oral para o CEO (LORO; JOHANNESSEN; 

VINTERMYR, 2005). Alguns estudos também associam a Bcl-2 e outras proteínas, ao 

favorecimento da motilidade celular e assim possibilitando a metástase, estando estes 

eventos relacionados a pior prognóstico (DUAN et al., 2017; XIONG et al., 2016; YIP; 
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REED, 2008). 

 

Além disso, a habilidade anti-apoptótica da proteína Bcl-2 tem sido relacionada com a 

resistência à quimioterapia, por agirem impedindo a morte celular induzida pelas 

drogas citotóxicas (XIONG et al., 2016). Logo, a identificação e compreensão das vias 

de sinalização que controlam a expressão e função das proteínas membros da família 

Bcl-2 pode favorecer a descoberta de potenciais alvos terapêuticos (DELBRIDGE et 

al., 2016). 

 

Nos últimos anos, várias drogas inibidoras das proteínas Bcl-2 anti-apoptóticas têm 

sido desenvolvidas e testadas em diferentes tipos de câncer, com o propósito de 

aumentar a sensibilidade dos tumores à quimioterapia ou até mesmo destruir essas 

células como agentes únicos, contribuindo dessa maneira para um tratamento 

personalizado e diferenciado para tumores que apresentem alta expressão de Bcl-2 

(DELBRIDGE; GRABOW; STRASSER ; VAUX, 2016; VOGLER, 2014). Grande parte 

das novas drogas mimetizam a ação das proteínas compostas pelos domínios BH3 e 

tem como alvo, Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, como a droga chamada navitoclax (ABT-263) e 

o fármaco ABT-199 que age especificamente em Bcl-2. As combinações destes 

fármacos com outras drogas anticâncer aumenta a eficácia do tratamento 

(CZABOTAR et al., 2014). 

 

2.4 Indicadores de prognóstico em CEO 

 

Quando o diagnóstico do CEO é realizado em estádios iniciais, a chance de uma uma 

resposta favorável ao tratamento e melhor qualidade de vida do paciente é maior.  

Contudo, a maiorias dos casos de CEO são diagnosticados em estádios avançados, 

o que compromete a qualidade de vida do paciente, que apresentam um pior 

prognóstico e menores taxas de sobrevida, que é de aproximadamente 5 anos 

(SINEVICI; O’SULLIVAN, 2016). 

 

Atualmente, o Sistema de Classificação Maligna dos Tumores, o sistema TNM, é o 

principal critério clínico para direcionamento do tratamento. No entanto, esta 

classificação não é suficiente para predizer o comportamento tumoral e agressividade, 

uma vez que pacientes com o mesmo estádio podem apresentar respostas variadas 



30  
ao tratamento, indicando assim diferente comportamento tumoral (BLATT et al., 2017).  

 

O avanço na área de biologia molecular dá suporte para a compreensão das 

alterações celulares que ocorrem durante a carcinogênese e possibilita a identificação 

de moléculas capazes de sinalizar a transformação maligna, identificar características 

de resistência a tratamentos e apontar maiores chances de recidivas (RIVERA, 2015).  

 

Essas moléculas, conhecidas como biomarcadores, podem ser genes, RNA 

mensageiros, proteínas e metabólitos celulares, apresentando valor preditivo, de 

diagnóstico ou de prognóstico. Como exemplo, recentemente, a proteína p16 foi 

associada à presença de HPV de alto risco e tem sido utilizada como biomarcador de 

prognóstico em carcinoma epidermóide de orofaringe, auxiliando na determinação da 

conduta terapêutica (AJCC, 2017).  

 

Em carcinoma epidermóide oral, no entanto, não existem biomarcadores disponíveis 

que possam ser utilizados na prática clínica, seja com a finalidade de diagnóstico ou 

prognóstico (RIVERA et al., 2017). Assim, estudo de biomarcadores de prognóstico e 

progressão tumoral são importantes para identificarem novos marcadores que 

possam ser aplicados na prática clínica.  Dessa forma, nos propomos a investigar a 

expressão da proteína Bcl-2 dos diferentes segmentos de epitélio adjacente ao tumor, 

displasia e tecido tumoral dos pacientes diagnosticados com CEO e avaliarmos sua 

aplicabilidade como possível biomarcador de progressão tumoral.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a expressão da proteína Bcl-2 como potencial biomarcador de prognóstico e 

progressão tumoral em carcinoma epidermóide oral. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Avaliar a associação entre a expressão da proteína Bcl-2, os dados 

clínico-patológicos dos pacientes com carcinoma epidermóide oral as 

características histológicas: infiltrado linfocitário tumoral (TIL), padrão de 

invasão tumoral, gradação tumoral, invasão vascular, linfática e 

perineural; 

• Verificar a aplicação da expressão da proteína Bcl-2 como biomarcador 

de prognóstico em CEO, através da análise dos indicadores sobrevida 

global e sobrevida livre de doença. 

• Avaliar a participação da proteína Bcl-2  na progressão tumoral, 

analisando a expressão protéica na transição  epitélio adjacente ao tumor, 

displasia e tumor. 
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4 MÉTODOS 

 

4.1 ASPECTOS ÉTICOS 

 

O presente estudo, sob o processo nº 318/2011, foi integralmente aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa do Centro Integrado de Atenção à Saúde, Vitória - ES 

(Apêndice A), pela Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (Parecer nº 681/2011) 

(Apêndice B) e também pelo National Research Ethics Service (NRES) - Coventry & 

Warwickshire (EC.10.H1210.9) (Apêndice C). 

 

4.2 CASUÍSTICA 

 

Trata-se de um estudo analítico longitudinal, realizado no período de 2011 a 2018, no 

qual foram utilizadas amostras biológicas e dados clínicos de pacientes atendidos nos 

serviços de cirurgia de cabeça e pescoço do Hospital Santa Rita de Cássia (HSRC), 

Hospital Universitário Cassiano Antônio Moraes (HUCAM), localizados em Vitória, 

Espírito Santo e University Hospitals Coventry and Warwickshire NHS Trust, 

localizado em Birmingham, Reino Unido.  

 

Seguindo os critérios de inclusão estabelecidos, foram recrutados apenas indivíduos 

com diagnóstico conclusivo de carcinoma epidermóide da cavidade oral (CIDs C02.0 

- C06.9), sem tratamento prévio, de ambos os sexos, grupos étnicos e faixa etária 

superior a 18 anos, com lâminas e blocos histológicos de biopsias e ressecção 

cirurgicas em bom estado. Todos os casos incluídos no estudo apresentam 

seguimento clínico mínimo de 24 meses. O acompanhamento foi realizado pela 

equipe médica com intervalos de 6 a 12 meses, até completar 60 meses após o 

diagnóstico ou óbito. 

 

No total foram recrutados 109 casos com diagnóstico de carcinoma epidermóide oral, 

sendo 57 casos provenientes do HUCAM e HSRC e, 52 casos do University Hospitals 

Coventry and Warwickshire NHS Trust. 

 

As informações referentes às características clínicas, como idade, sexo, estadiamento 
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clínico (sistema TNM), sítio anatômico do tumor, histórico do consumo de álcool e 

tabaco, informações sobre o tratamento e evolução clínica foram obtidos por meio da 

análise de prontuários, acompanhamento durante as consultas médicas e entrevista. 

Foram considerados ex-tabagistas e ex-etilistas indivíduos que não possuíam 

histórico do consumo de tabaco e álcool por, no mínimo, 12 meses (KFOURI, et al,. 

2018) (APÊNDICES D e E). 

 

Amostras de tecido tumoral incluído em parafina e lâminas histológicas foram 

coletadas entre 2011 e 2014, somente sendo incluídos nas análises laboratoriais os 

casos que apresentaram, no mínimo, 75% da área tecidual total representada por 

tumor. 

 

O modelo de progressão tumoral utilizou amostras de epitélio adjacente ao tumor, 

displasia e tecido tumoral provenientes de um mesmo paciente, em triplicata, para 

avaliar a evolução da doença. Contudo, ao longo das análises foi detectada redução 

de material disponível para análises devido à perda de cortes histológicos do TMA, o 

que justifica diminuição do número inicial (n) de cada região. Dos 109 pacientes 

incluídos no estudo, obtivemos viabilidade em 98 secçõs tumorais, 37 secções de 

fronte de invasão, 55 secções de displasia e 45 secções de epitélio adjacente ao tumor 

para análise. Deste grupo amostral, 28 pacientes apresentaram todos os segmentos 

íntegros para análise, apresentando epitélio adjacente ao tumor, displasia e tecido 

tumoral viáveis, que foram utilizados para a avaliação do modelo de progressão 

tumoral. 

 

 

4.3 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA 

 

Os tecidos tumorais obtidos a partir de biópsias ou ressecção cirúrgica foram fixados 

em formalina, emblocados em parafina, corados pelo método de hematoxilina-eosina 

(HE).  

 

As lâminas coradas em HE foram analisadas e classificadas de acordo com a OMS 

(2017) quanto ao grau de diferenciação tumoral, sendo os tumores divididos três 

grupos distintos: tumores bem diferenciados, no qual a arquitetura tecidual se 
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assemelha ao padrão normal do epitélio estratificado escamoso com acentuada 

queratinização; tumores moderadamente diferenciados, em que observa-se grau 

moderado de pleomorfismo nuclear, atividade mitótica presente e queratinização 

moderada; e tumores pouco diferenciados, com predomínio de células imaturas, 

numerosas mitoses típicas e atípicas e mínima queratinização.  

 

As displasias foram classificadas em baixo e alto risco de malignização, seguindo os 

critérios definidos por Kujan e colaboradores (2006), utilizando critérios citológicos e 

estruturais definidos pela OMS (BARNES, L.; EVESON, J. W.; REICHART, P.; 

SIDRANSKY, 2005). Foram consideradas displasias de alto risco quando existiam 

pelo menos 4 alterações na arquitetura tecidual e pelo menos 5 alterações citológicas 

(KUJAN et al., 2006). 

 

Ademais, avaliou-se a invasão perineural, linfática e vascular de acordo com os 

critérios estabelecidos pelo The Royal College of Pathologists (HELLIWELL, 

WOOLGAR, 2013), que estabelece em lâminas de HE, que a presença de células 

tumorais no espaço perineural, linfático e vascular caracteriza a invasão tumoral 

nesses sítios. 

  

O padrão de invasão tumoral foi avaliado e classificado de acordo com a análise da 

infiltração das células tumorais presentes no fronte de invasão tumoral ao tecido subjacente. 

A avaliação seguiu os critérios estabelecidos por Bryne e colaboradores (1992), sendo 

assim categorizadas em padrão de invasão tumoral tipo I, compressivo com bordas 

infiltrantes bem delineadas; tipo II, margens de progressão tumoral infiltrando como 

cordões sólidos ou faixas; tipo III, tumor cujas margens infiltrativas contêm grupos 

pequenos ou cordões de células; e tipo IV, onde o fronte de invasão mostra marcante 

dissociação celular em pequenos grupos ou células isoladas. 

 

O Infiltrado Linfocitário Tumoral (TIL, Tumour-infiltrating Lymphocytes) foi classificado 

em alto, moderado e baixo, seguindo os critérios estabelecidos por Marsh e 

colaboradores (2011), no qual um TIL alto apresenta-se difuso, com presença do 

infiltrado em mais de 80% do tumor/estroma; TIL moderado, quando desigual, e 

presente entre 10-80% do tumor/estroma; e TIL baixo, quando fraco ou ausente, 

presente em menos que 20% do tumor/estroma. 



35 
 

4.4 MICROARRANJO TECIDUAL  

 

A construção do microarranjo tecidual (TMA) foi realizada no The Nottingham Health 

Science Biobank, localizado no Reino Unido. Para cada caso e região selecionada 

(epitélio adjacente ao tumor, displasia, fronte tumoral e porção mediana) as amostras 

foram alocadas em triplicata. 

 

As lâminas coradas em HE foram digitalizadas na plataforma Pannoramic digital slide 

scanner (3DHISTECH®, Budapeste, Hungria) e avaliadas pelo sistema de análise de 

imagens Pannoramic Viewer software (versão 1.15 3DHISTCH®, Budapeste, 

Hungria). Áreas de amostras de tecido representativas do tumor (fronte de invasão e 

porção mediana), displasia e epitélio adjacente ao tumor identificadas foram então 

selecionadas utilizando a ferramenta para confecção do TMA. 

 

Em seguida, os blocos correspondentes às lâminas selecionadas, denominados 

blocos doadores, foram digitalizados pelo equipamento TMA Master II (3DHISTECH®, 

Budapeste, Hungria). As imagens geradas do escaneamento das lâminas, com as 

áreas previamente selecionadas para confecção do TMA, foram alinhadas às imagens 

fornecidas pelo escaneamento dos blocos. A partir do alinhamento entre as imagens 

das lâminas e de seus respectivos blocos, fragmentos cilíndricos de 0,6 mm foram 

obtidos dos blocos doadores e inseridos em um bloco inicialmente vazio, chamado 

bloco receptor. Essa transferência de tecidos de regiões selecionadas para o bloco 

receptor deu-se de forma automatizada, em locais previamente definidos em uma 

matriz previamente construída, utilizando o equipamento TMA Master II. 

 

Posteriormente, os blocos receptores foram seccionados em um micrótomo para a 

obtenção de cortes histológicos sequenciais de 3 μm de espessura, dispostos em 

lâminas polarizadas, silanizadas e lapidadas (StarFrost® Advanced Polycat, 

Braunschweig, Alemanha). 

 

 

4.4.1 Validação TMA 

 

Para a validação do uso de Imunohistoquímica (IHQ) em TMA foram utilizadas 10 
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lâminas convencionais contendo tecido tumoral de CEO imunomarcadas com Bcl-2 

no qual as avaliações de expressão da proteína foram realizadas por dois patologistas 

independentes. Não houve diferença significante inter-observadores entre as leituras 

realizadas. Em seguida, estes valores de expressão protéica foram comparados com 

os obtidos da leitura realizada nos TMAs utilizando análise de concordância Kappa, 

não sendo observada diferença significante entre leituras efetuadas em lâminas 

convencionais e lâminas de TMA. Após validação do método, a utilização do TMA foi 

adotada pelas vantagens que possui em relação à uniformização das reações, 

economia de tempo empregado e otimização do uso de anticorpos, reagentes e 

tecidos. 

 

 

 

4.5 IMUNOHISTOQUÍMICA 

 

4.5.1 Imunohistoquímica da proteína Bcl-2  

 

Para a realização da técnica de IHQ, lâminas de TMA foram desparafinizadas em 

estufa 60ºC por 1 hora, seguida da imersão em xilol e reidratadas em séries 

decrescentes de álcool etílico (100%, 95% e 70%) sendo posteriormente lavadas com 

água destilada. Para a recuperação antigênica as lâminas foram incubadas em 

tampão de citrato pH=6,0 sob pressão, à temperatura de 121°C por 3 minutos 

(Pressure Cooker, Aptum Biologics-UK) e consecutivamente, resfriadas à temperatura 

ambiente. Para a neutralização da peroxidase endógena, as lâminas foram incubadas 

com peróxido de hidrogênio 3%, e posteriormente submetidas à lavagem com tampão 

Tris Dodecil-sulfato de sódio (SDS - TBS) por 5 minutos em cada etapa. As lâminas 

foram então incubadas a 4⁰C overnight com o anticorpo primário monoclonal anti-Bcl-

2 camundongo (Peptídeo sintético composto pelos aminoácidos 41-54 da 

oncoproteína BCL2 humana, Clone 124, DAKO) na diluição 1:500. As lâminas foram 

lavadas com TBS, e posteriormente incubadas com o anticorpo secundário (Post 

Primary, Novolink™ – Novocastra™) por 30 minutos e lavadas por 5 minutos em TBS. 

Em seguida, procedeu-se à revelação da reação utilizando o 3.3’-Diaminobenzidina 

(DAB) em uma solução cromogênica à temperatura ambiente. A reação foi 

interrompida com água destilada e as lâminas contra-coradas com hematoxilina de 
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Harrys (HHS80,Sigma-Aldrich®), por 30 segundos, à temperatura ambiente. Após 

serem lavadas com água corrente por 10 minutos, as lâminas foram desidratadas com 

isopropanol em séries crescentes de 60, 70 e 90%, passadas em xilol e montadas 

com solução de resina não aquosa (Entelan® - Merck Millipore) e recobertas com 

lamínula.   

 

Foram utilizados como controles positivos da reação fragmentos de tonsila humana. 

Como controle interno da reação, foi considerada a marcação dos queratinócitos da 

camada basal. Os controles negativos foram obtidos pela omissão do anticorpo 

primário, o qual foi substituído por tampão de lavagem (PBS). A reação com o 

anticorpo utilizado foi previamente submetida a testes para padronização. 

 

 

4.5.2 Análise de expressão protéica 

 

Para avaliar a expressão de Bcl-2 foi considerada a marcação citoplasmática dos 

queratinócitos utilizando o método H-score (ATARBASHI, S., ELAHI, M., KHANI, M., 

& RAKHSHAN, 2014; FARIA et al., 2006). Este método consiste em uma análise semi-

quantitativa obtida pelo produto da intensidade da imunomarcação (variando de 0-3) 

pela porcentagem de células marcadas em cada nível de intensidade (0 a 100%). 

Nessa escala, 0, representa ausência de imunomarcação; 1, imunomarcação de fraca 

intensidade; 2, imunomarcação de intensidade moderada e 3, imunomarcação de 

intensidade forte.  

 

Logo, foram calculadas a percentagem de células imunomarcadas referentes a cada 

grau de intensidade de coloração (0-3) em cada amostra, em todas as secções, por 

pelo menos 2 examinadores independentes, utilizando microscópio de luz (200X). Em 

caso de discordância, as lâminas foram reavaliadas em consenso. O H-score foi 

calculado de acordo com a seguinte fórmula: 

 

𝐻 − 𝑠𝑐𝑜𝑟𝑒 =  1 × (% células intensidade 1) + 2 × (% células intensidade 2)

+ 3 ×  (% células intensidade 3) 
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Avaliou-se a expressão tecidual de Bcl-2 em células tumorais de CEO (fronte tumoral 

e porção mediana do tumor), displasia e epitélio adjacente ao tumor. A categorização 

quanto à alta e baixa expressão ocorreu através da instituição do ponto de corte, 

baseado na mediana de expressão da proteína Bcl-2 no epitélio adjacente ao tumor, 

obtida pelo cálculo do H-score.  

 

4.6 ACOMPANHAMENTO DOS PACIENTES  

 

Os indivíduos diagnosticados com CEO foram acompanhados por um período de até 

5 anos, mediante entrevistas e análise de prontuários referente aos tratamentos 

realizados. O primeiro seguimento (F1) foi realizado no período de 6 a 18 meses após 

diagnóstico clínico e determinação de tratamento de primeira linha; o segundo 

acompanhamento ocorreu 6 meses após o F1 e o terceiro e quarto seguimentos 

ocorreram em 30 e 60 meses após diagnóstico clínico, respectivamente. O 

seguimento foi realizado pela equipe médica e os resultados clínicos foram 

adicionados em formulários de acompanhamento específicos (APÊNDICE F) e 

complementados com entrevistas e análises de prontuários. 

 

Para avaliação da progressão tumoral foram levadas em consideração informações 

concernentes à remissão do tumor, recidiva ou óbito e o tipo de tratamento recebido. 

 

4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Todas as análises estatísticas foram construídas no software SPSS® v. 20 e o nível 

de confiança considerado para todos os testes foi de 95%, sendo p≤0,05. 

 

Para avaliar as variáveis clínico-patológicas com a expressão tumoral de Bcl-2 utilizou-

se o Teste Qui-Quadrado. O teste de Friedman foi utilizado para avaliar a progressão 

tumoral, na avaliação da expressão de Bcl-2 entre os segmentos epitélio adjacente ao 

tumor, displasia e tumor. Para estabelecer as curvas de Sobrevida global (SG) e 

Sobrevida livre de doença (SLD) utilizou-se o modelo de Kaplan-Meier com índice de 

confiança igual a 95%. Para a avaliação da sobrevida global, considerou-se como 

ponto inicial o dia do diagnóstico clínico e ponto final o dia do óbito ou do último 

seguimento. Para SLD foi considerado como ponto inicial a data do término do 
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tratamento de primeira linha e, como ponto final, o dia em que o desfecho ocorreu, ou 

seja, a recidiva. Para os casos nos quais não se sucedeu o desfecho, o dia do retorno 

ou última data conhecida por estar vivo foi considerada. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 CARACTERÍSTICAS CLÍNICO-PATOLÓGICAS 

 

Dos 109 pacientes diagnosticados com CEO incluídos no estudo, a maior parte 

(78,0%) eram do sexo masculino e com idade superior a 60 anos. A média de idade 

da população atendida foi de 60,49 anos (Mínimo: 32 anos; Máximo: 98 anos). 

 

Em relação aos hábitos de vida, 58,1% dos indivíduos eram fumantes ativos, destes 

a maioria do sexo masculino (88%) e do total, 25,6% eram ex-tabagistas, também com 

predominância masculina. Logo 77 dos 109 indivíduos incluídos no estudo 

apresentaram exposição ao tabaco em algum momento da vida. Os homens também 

lideraram o consumo de álcool, representando 86,4% dos 44 pacientes consumidores 

ativos de bebidas alcóolicas, e 84,2% dos 19 pacientes foram caracterizados como 

ex-etilistas. De todos os indivíduos avaliados, 52,5% relataram hábito de consumir 

bebidas alcóolicas e fumar, concomitantemente. 

 

A língua representou o subsítio anatômico mais acometido da cavidade oral, com 

69,7% dos casos, seguida do assoalho bucal (11,0%). Em relação ao tamanho do 

tumor, um predomínio de 39,4% apresentaram tamanho do tumor T4, e 37,6% tiveram 

comprometimento linfonodal detectado clinicamente ou por tomografia 

computadorizada. Ao diagnóstico 61,2% dos casos incluídos no estudo apresentaram 

estadiamento avançado (Estádios III e IV). Recidivas foram descritas em 32,1% dos 

casos. Em uma análise dos primeiros 24 meses de seguimento, 54,1% (n=46) 

evoluíram ao óbito, destes 71% apresentavam estadiamento IV. As características 

clínico-patológicas da população analisada encontram-se detalhadas na tabela 1. 
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Tabela 1. Características clínico-patológicas dos indivíduos com CEO (n=109) 

Características Clínico-patológicas n (%) 

Sexo   

Masculino 85 78,0 

Feminino 24 22,0 

Idade (anos)   

< 60 
≥ 60 

56 
53 

51,4 
48,6 

Tabagismoa   

Tabagista 50 45,9 

Ex-tabagista 22 20,2 

Nunca 14 12,8 

Etilismoa   

Etilista 44 57,9 

Ex-etilista 19 25,0 

Nunca 13 17,1 

Sítio Anatômico   

Língua 76 69,7 

Assoalho bucal 12 11,0 

Gengiva 9 8,2 

Área retromolar 6 5,6 

Mucosa jugal 3 2,8 

Palato duro 2 1,8 

Mucosa labial 1 0,9 

Tamanho do tumor primárioa   

T1 16 15,4 

T2 41 39,4 

T3 6 5,8 

T4 41 39,4 

Metástase linfonodala   

N0 57 58,2 

N+ 41 41,8 

Estadiamento clínicoa   

I 11 11,2 

II 27 27,6 

III 9 9,2 

IV 51 52,0 

Não informados: Tabagismo (n=23); Etilismo (n=33); Tamanho tumor primário 
(T) (n=5); Metástase linfonodal (n=11); Estadiamento (n=11); N0: ausência de 
metástase linfonodal; N+: presença de metástase linfonodal. 
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Em relação ao grau de diferenciação tumoral encontrado, a maior parte dos casos 

analisados foram classificados como tumores moderadamente diferenciados (57,1%), 

enquanto 36,4% exibiram tumores bem diferenciados e a minoria, tumores pouco 

diferenciados (6,5%). A gradação tumoral foi baseada na classificação dos tumores 

da Organização Mundial da Saúde (BARNES et al., 2005), como representadas na 

figura 8. 

 

 
Figura 8. Fotomicrografia representativa da gradação tumoral em CEO, seguindo os 
critérios da OMS. (A, B) bem diferenciado; (C, D) moderadamente diferenciado; (E,F) 
pouco diferenciado. Coloração HE. Magnificação original A, C, E 100x e B, D, F 200x. 
 
 
O TIL foi categorizado em baixo, moderado e alto, de acordo com a quantidade de 

linfócitos presentes na região peri e intratumoral (MARSH et al., 2011). Um reduzido 

E F
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número de linfócitos infiltrantes foi encontrado em 24,5% dos tumores, enquanto 

quantidade moderada e alta foram observadas em 56,6% e 18,9% dos tumores 

analisados, respectivamente. A figura 9 ilustra o infiltrado linfocitário tumoral em CEO. 

 

 
 

Figura 9.Fotomicrografia ilustrativa do Infiltrado linfocitário tumoral em CEO. (A, B) 
Baixo infiltrado linfocitário; (C,D) Moderado infiltrado linfocitário; (E,F) Elevado 
infiltrado linfocitário. Coloração HE. Magnificação original A, C, E 100x e B, D, F 200x. 
 
Elevado Infiltrado linfocitário tumoral foi associado com estadiamentos iniciais (I/II) 

(p=0,001). 

 

A figura 10 representa os diferentes padrões de invasão tumoral, conforme 

estabelecido por Bryne e colaboradores (BRYNE et al., 1992). O padrão com maior 

ocorrência na população estudada foi o padrão III (43,6%), representado por 

pequenos grupos ou cordões de células infiltrantes, seguido do tipo IV (39,7%) no qual 
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há marcante dissociação em grupos pequenos ou células individuais. Os padrões 

menos frequentes foram o tipo II (9,0%), com cordões sólidos e faixas e o tipo I (7,7%), 

compressivo e com bordas bem delineadas. 

 
 

Figura 10. Fotomicrografia de CEO representando o padrão de invasão tumoral 
conforme proposto por Bryne et al., 1992. (A) Padrão de invasão tipo I; (B) Padrão de 
invasão tipo II; (C) Padrão de invasão tipo III; (D) Padrão de invasão tipo IV. Coloração 
HE. Magnificação original 100x e 200x. 
 

Foram observadas invasão vascular em 83,8% dos casos de CEO analisados, invasão 

perineural em 66,7%, enquanto 43,6% apresentavam invasão linfática. As invasões: 

vascular (A), linfática (B), e perineural (C) por células neoplásicas em CEO estão 

indicadas na figura 11.  

 
 
Figura 11. Fotomicrografia dos diferentes tipos de invasão tumoral. (A) Invasão 
vascular; (B) Invasão linfática; (C) Invasão perineural. Coloração HE. Magnificação 
100x. 

A B C 
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5.2 EXPRESSÃO DE BCL-2 
 
 

De acordo com o cálculo de H-score, as medianas obtidas foram de 16,7 na porção 

mediana tumoral; 11,67 no fronte de invasão; 7,50 nas displasias; 10 nos fragmentos 

de epitélio adjacente ao tumor. Assim, a expressão tumoral de Bcl-2 nas regiões com 

H-score < 10 foi considerada baixa, enquanto o H-Score ≥ 10 foi considerado alta 

expressão, logo, observou-se alta expressão de Bcl-2 no tumor e baixa expressão na 

displasia e epitélio adjacente ao tumor. Ao longo das análises foi detectada redução 

de material disponível para análises devido à perda de cores do TMA, o que justifica 

diminuição do número inicial (n) de cada região. 

Diferença significante não foi observada quando comparadas as características 

clínico-patológicas analisadas e a expressão da proteína Bcl-2, como pode ser 

observado na tabela 2. 
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Tabela 2. Associação entre as características clínico-patológicas dos indivíduos 
acometidos por CEO e a expressão da proteína Bcl-2 (porção mediana e fronte de 
invasão tumoral) .  

 

Porção 
mediana 

tumoral (n= 98) 
  

  
    Fronte de 
Invasão (n= 37) 

 Baixa alta p   baixa alta p 

Sexo         

Masculino 28 47 
0,546 

  14 15 
0,931 

Feminino 7 16   4 4 

Idade (anos)         

≤ 60  21 31 
0,588 

  13 7 
0,067 

> 60  14 32   5 12 

Tabagismo         

Sim 18 25 

0,416 

  10 4 

0,078 Nunca 4 10   1 5 

Ex-tabagista 5 14   5 4 

Etilismo         

Sim 16 23 

0,921 

  9 7 

0,723 Nunca 4 5   2 1 

Ex-etilista 6 12   4 3 

Tamanho do tumor         

T1/T2 20 34 
0,839 

  9 15 
0,098 

T3/T4 14 26   8 5 

Metástase Linfonodal         

N+ 8 25 
0,077 

  7 6 
0,631 

N0 24 32   10 12 

Estadiamento         

I/II 17 24 
0,348 

  7 10 
0,492 

III/IV 17 36   10 9 

* Teste Qui Quadrado, p ≤ 0,05.  

 

Em relação as características histológicas dos casos, encontrou-se relevância 

estatística entre a expressão de Bcl-2 e o TIL (p=0,001), sugerindo que quanto maior 

o infiltrado linfocitário tumoral, maior será a imunomarcação da proteína Bcl-2. As  

variáveis histopatológicas analisadas estão descritas na tabela 3. 
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Tabela 3. Associação entre as variáveis histopatológicas e a expressão da proteína 
Bcl-2 no tecido tumoral (meio e fronte de invasão).  
 

H-Score Tumor  H-Score Fronte 
 

baixa alta valor de p  baixa Alta valor de p  

Padrão de invasão        

I 4  8  0.983  2  3  0,196 

II 10  19   6  6  
 

III 15  26   4  9  
 

IV 4  9   5  1  
 

TIL 
   

 
   

Baixa 11 12 0,115  9 2 0,001* 

Moderada 19 34  8 7 

Alta 3 15  0 9 

Invasão linfática 
   

 
   

Presente 13 19 0,305  8 5 0,256 

Ausente 11 27  6 9 

Invasão vascular 
   

 
   

Presente 25 50 0,233  15 15 1,000 

Ausente 7 7  2 2 

Invasão perineural 
   

 
   

Presente 9 19 0,317  5 9 0,122 

Ausente 8 9  5 2 

Grau de diferenciação 
   

 
   

Bem  14 22 0,803  4 7 0,247 

Moderadamente  18 36  12 12 

Pouco  3 4  2 0 

* Teste Qui Quadrado, p ≤ 0,05. Padrao de invasao: Tumor n=95, Fronte n=36; TIL: Tumor n= 94; Fronte= 
n=35; Invasao linfatica: Tumor n=70; Fronte = 28; Invasao perineural: tumor n= 45, fronte n= 21; Grau 
de diferenciacao: Tumor n= 97,fronte n= 37 
 

Para avaliar o padrão de expressão da proteína Bcl-2 nos diferentes estágios da 

progressão do epitélio adjacente ao tumor, passando por displasia e finalizando em 

tecido tumoral, fez-se o pareamento das amostras contendo informações completas 

sobre epitélio adjacente ao tumor, displasia e tumor, conforme representado na tabela 

4. 
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Tabela 4. Padrão de expressão de Bcl-2 na progressão tumoral (n=28). 

 
Média Desvio padrão 

H-Score 
Mínimo 

H-Score 
Máximo 

Valor de p 

H-Score epitélio adjacente 15.9821 22.32454 0.00 93.33 

0.012* H-Score displasia 19.9704 34.57001 0.00 130.00 

H-Score tumor 33.6611 55.97337 0.00 240.00 

Teste Friedmen: *p≤0,05. 
 
De acordo com o teste Friedmen, houve significância estatística entre a expressão de 

Bcl-2 e os segmentos analisados (p=0.012), sendo assim, rejeita-se a hipótese nula. 

Continuando o teste é possível identificar que existe significância entre o seguimento 

da displasia e o tecido tumoral (p=0,033). Contudo, não foi observada diferença 

significativa na expressão de Bcl-2 entre o epitélio adjacente ao tumor e o tecido 

tumoral (p=0,069). A Expressão da proteína Bcl-2 nos segmentos está representada 

na figura 12. 

 
 

Figura 12 - Expressão da proteína Bcl-2 nos segmentos de epitélio adjacente ao 
tumor, displasia e tumor. 

 

O padrão de imunomarcação de Bcl-2 nas regiões do epitélio adjacente ao tumor, 

displasia e tecido tumoral estão exemplificados nas Figuras 13 e 14 e 15, 

respectivamente. 

Unidade Arbitrária 
H-score 
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Figura 13. Imunomarcação de Bcl-2 nos segmentos epitélio adjacente ao tumor, 
displasia e CEO. (A) Imunomarcação fraca em tecido tumoral, (B) Imunomarcação forte 
em tecido tumoral, (C) Imunomarcação fraca em displasia, (D) Imunomarcação forte em 
displasia, (E) Imunomarcação fraca em epitélio adjacente ao tumor, (F) Controle 
negativo tonsila, omissão do anticorpo primário; (G) Controle positivo de Bcl-2.. 
Magnificações originais de 400x. 
 

Analisando os fragmentos de tecidos que continham displasia e classificando-os em 

baixo e alto risco de acordo com Kujan e colaboradores (2006) não foi observada 

associação significante entre a expressão de Bcl-2 e o grau de displasia (p=0,834), 

conforme mostrado na tabela 5. 

A B 

C D 

E F G 
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Tabela 5. Associação entre expressão de Bcl-2 e o grau de displasia (n=44). 

Expressão de Bcl-2 Displasia 
baixo risco 

 Displasia 
alto risco 

 P 

 n=27 %  N=17 %  n=43 

Alta 16 59,3  10 62,5   

       0,834 

Baixa 11 40,7  7 37,5   

Teste Qui-quadrado para independência. Leitura ausente dos 109 casos: n=65. *p ≤ 0,05. 
 
 

5.3 ANÁLISE DE SOBREVIVÊNCIA 
 

 

Para avaliar a sobrevida global dos indivíduos, considerou-se um intervalo de 24 

meses, período em que a quantidade significativa de óbitos ocorreu, 86,8% dos 53 

óbitos avaliados no intervalo de até 60 meses. 

 

Apesar da alta expressão de Bcl-2 ser observada em um maior número de casos que 

evoluíram para óbito, não se apresentou estatisticamente significante com os índices 

de sobrevida, como pode-se observar na figura 16.  

 

Figura 14. Curva de sobrevida global pelo método Kaplan-Meier e log-rank. Sobrevida 
global em relação à expressão de Bcl-2. 
 

 p=0,384 
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Para avaliar a sobrevida livre de doença dos indivíduos, considerou-se um intervalo 

de 24 meses, período em que a maior parte das recidivas ocorreram 77,1% dos 35 

indivíduos evoluíram com a recorrência da doença, num período de 60 meses. 

Considerando a recidiva local e regional como desfecho final, as curvas de sobrevida 

livre de doença foram geradas. 

 

A expressão de Bcl-2 no tecido tumoral não se mostrou relacionada com os índices 

de sobrevida livre de doença, conforme mostrado na figura 17 (p=0,243). 

 
Figura 15. Curva de sobrevida livre de doença em relação à expressão de Bcl-2 pelo 
método Kaplan-Meier e log-rank.  
 

Quando avaliados os potenciais indicadores de prognóstico: gradação tumoral, padrão 

de infiltração linfocitário tumoral, invasão de vasos sanguíneos, invasão linfática e 

perineural, sítio anatômico tumoral e etilismo não foi possível estabelecer correlação 

com as curvas de sobrevida global e sobrevida livre de doença. 

p=0,163 
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6 DISCUSSÃO 
 
 
 
O perfil dos pacientes participantes do presente estudo se assemelha com as 

características já descritas pelas bases de dados do INCA (2018) e GLOBOCAN 

(2018), com predominância do sexo masculino (78%), idade avançada (48,6 %, > 60 

anos) e histórico de consumo de álcool e tabaco. 

 

O sítio anatômico mais acometido foi a língua, com 69,7% dos casos avaliados, como 

já esperado, uma vez que o carcinoma epidermóide de língua é o subtipo mais comum 

e mais agressivo entre os CEO, apresentando uma rápida invasão local e altas taxas 

de recidiva (JIANHONG; CHIA; TAN, 2012). O estadiamento clínico predominante no 

momento do diagnóstico foi o estádio IV (52%), o que mostra um diagnóstico tardio na 

maioria dos casos, o que compromete significativamente na qualidade de vida dos 

pacientes, com redução das chances de cura. Esse perfil também é descrito pela 

estimativa do INCA (2018) e por  SHRIDHAR e colaboradores (2016), que observaram 

que grande parte dos casos oriundos de países em desenvolvimento apresentam o 

mesmo perfil encontrado no presente estudo.  

 

Um pior prognóstico, em geral, é esperado em indivíduos com diagnóstico tardio da 

doença, pois, além de serem submetidos a cirurgias mais radicais, com esvaziamento 

cervical, podem receber quimioterapia e radioterapia como tratamentos coadjuvantes 

ou neoadjuvantes à cirurgia, implicando em efeitos adversos importantes, 

responsáveis por alta morbimortalidade, além de representar maior custo para os 

serviços de saúde (MONTERO; PATEL, 2016). 

 

O que ajudaria na clínica seria a utilização de biomarcadores que auxiliassem na 

conduta médica, permitindo assim o melhor manejo dos pacientes. A proteína Bcl-2 

apresenta-se desregulada em diversos tipos de câncer e foi considerada como 

possível indicador de prognóstico e progressão tumoral em tumores de diferentes 

sítios anatômicos (ANVARI et al., 2012; FARIA et al., 2006; KIRKIN; JOOS; ZÖRNIG, 

2004; VOGLER, 2014). Contudo, há uma divergência entre os valores preditivos 

dentre os estudos, por não apresentarem a mesma técnica, ou terem uma 

classificação padronizada desse marcador, o que leva a diferentes interpretações 
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sobre a sua utilização (COUTINHO-CAMILLO et al., 2010).  

 

A expressão da proteína Bcl-2 foi classificada segundo a média do H-score dos 

seguimentos. Alguns estudos utilizam diferentes padrões de avaliação do H-score do 

Bcl-2, utilizando faixas de scores para considerar a alta e baixa expressão da proteína, 

no lugar da média (PAVITHRA et al., 2017; TENI et al., 2002; ZHANG et al., 2009) o 

que dificulta a corroboração entre os trabalhos já publicados, uma vez que não existe 

um padrão definido, como observado por Coutinho Camillo e colaboradores (2010). 

 

Normalmente, no epitélio oral, a expressão da proteína Bcl-2 é restrita à camada 

basal, possivelmente participando da regulação da diferenciação dos queratinócitos e 

protegendo as células dos processos apoptóticos. (ARYA; SINGH; DANIEL, 2016; 

TENI et al., 2002). No tecido tumoral, as células apresentam expressão por toda a 

extensão do tumor, sendo mais intensa nas camadas basais. No tecido displásico, a 

maior expressão da proteína ocorre principalmente nas camadas basais e parabasais. 

Observamos uma alta expressão de Bcl-2 nos tumores e baixa nos fragmentos de 

displasia e epitélio adjacente ao tumor. 

 

A alta expressão da proteína Bcl-2 foi observada em 63 pacientes (57,8%) e é 

principalmente expressa nos tumores T1 e T2, apesar de não existir significância 

estatística (p=0,839) e a expressão proteica é ausente em 18 (16,5%) dos 109 casos 

avaliados. Na literatura é possivel observar uma variação na expressão de Bcl-2 nos 

tumores em cerca de 25% a 87% (ARYA et al.,2016; SURI et al., ZHANG et al.,2010, 

SINGH et al.1998). 

 

Em relação as características histológicas, avaliou-se a expressão de Bcl-2 com o 

grau de diferenciação tumoral, as displasias de alto e baixo risco, a invasão tumoral 

nos espaços perineural, linfático e vascular, com o padrão de invasão tumoral e com 

o infiltrado linfocitário. Foram encontradas significância estatística apenas entre a 

expressão de Bcl-2 e o TIL e entre o segmento displasia e tumor, quando a progressão 

tumoral foi analisada.  

 

A alta expressão de Bcl-2 no fronte de invasão tumoral associou-se com o alto número 

de TIL (p=0,001), sugerindo que quanto maior o infiltrado linfocitario, maior será a 
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imunomarcação da proteína Bcl-2. Os infiltrados linfocitários são geralmente 

indicadores de prognóstico relacionado a sobrevida e comprometimento linfonodal 

(BRANDWEIN-GENSLER et al., 2005, FANG et al., 2017). Na cavidade oral, 

CAMISASCA e colaboradores (2009) afirmam que o infiltrado linfocitário é associado 

a uma resposta imune protetora, contudo sem associação com a expressão de Bcl-2 

Já  que a proteína Bcl-2 tem participação na regulação da apoptose de linfócitos T, 

principalmente T CD4+ em pacientes com carcinomas e câncer de laringe (DURAY et 

al., 2010). 

 

Em relação à progressão tumoral, observou-se um comportamento crescente entre as 

médias dos scores da imunomarcação da proteína Bcl-2 nos segmentos de tecido 

normal (15,9821), displasia (19,9704) e tumor (33,6611), tendo significância estatística 

entre displasia e tumor, indicando um possível papel de biomarcador de progressão, 

o que corrobora os achados de ARYA e colaboradores (2016), que descrevem que a 

expressão da proteína Bcl-2 é proporcional ao nível de diferenciação e displasia, 

sugerindo que a expressão positiva de Bcl-2 relaciona-se com transformações 

histopatológicas desfavoráveis no CEO e em lesões com potencial transformação 

maligna, podendo indicar um pior prognostico. Ao encontrarmos significância 

estatística entre a displasia e o tecido tumoral (p=0,033), também podemos sugerir 

que a proteína Bcl-2 pode se relacionar com um pior prognostico. 

 

Ao avaliar a expressão da proteína Bcl-2 entre os graus de displasia, 62,5% das 

amostras de displasia de alto risco e 59,3% das amostras de displasia de baixo risco 

apresentaram alta expressão de Bcl-2 e não se observou diferença significativa 

estatística entre as amostras (p=0,834). Contudo, estudos têm mostrado a relação 

significativa da expressão de Bcl-2 entre lesões com potencial transformação maliga 

e o câncer oral, indicando que a expressão de Bcl-2 tem participação significativa nos 

estágios iniciais do desenvolvimento do CEO (PALLAVI et al.2018; SINGH et al. 1999). 

 

Atualmente, a classificação TNM não consegue, sozinha, proporcionar um diagnóstico 

preciso, uma vez que tumores com estadiamentos iguais se comportam 

biologicamente de maneiras diferentes, sendo necessária a utilização de um marcador 

biológico confiável para auxiliar a conduta médica (PAVITHRA et al., 2017).Os 

achados da predominância da alta expressão de Bcl-2 em tumores inicias (T1 e T2) e 
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a significância da expressão aumentada de Bcl-2 na displasia, sugere que futuros 

estudos, incluindo um número maior de indivíduos pode indicar um papel significativo 

do Bcl-2 como biomarcador de progressão tumoral.  

 

Durante o acompanhamento dos pacientes, cerca de 50% evoluíram ao óbito e 32,1% 

apresentaram recidivas, num intervalo de 60 meses. Ao avaliarmos as características 

clínicas observadas, concluímos que o estadiamento clínico da doença no momento 

do diagnóstico, que leva em consideração o tamanho do tumor primário e o 

acometimento linfonodal, afeta as taxas de sobrevida. SCHENEIDER e colaboradores 

(2014) observou que na cavidade oral, a taxa de sobrevivência no estadio I é cerca de 

70%, enquanto para o estágio IV, é cerca de 30%, logo, quando trata-se um indivíduo 

nos estadiamentos iniciais a recuperação do paciente é favorável à cura.  

 

A expressão da proteína Bcl-2 não mostrou associação com a sobrevivência e 

recorrência dos casos de CEO. Os estudos da expressão de Bcl-2 com a sobrevida 

são controversos. CAMISASCA e colaboradores (2009) relatam que a expressão de 

Bcl-2 correlaciona-se com uma melhor sobrevida de doença especifica, já DUAN e 

colaboradores (2017) defende que a expressão Bcl-2 relaciona-se com uma pior 

sobrevida. Camillo-Coutinho e colaboradores (2010), discutem a ausência de um 

padrão de interpretação dos resultados da expressão de Bcl-2, utilizando metodologia 

da imunohistoquímica, o que dificulta a universalização da linguagem entre os 

pesquisadores, que utilizam classificações diferentes.  
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7 CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos neste estudo nos permitiram observar que a participação da 

expressão da proteína Bcl-2 como biomarcador de prognóstico não foi relevante, uma 

vez que não observamos associação entre a expressão da proteína Bcl-2 e os dados 

clínico-patológicos dos pacientes com carcinoma epidermóide oral e as características 

histopatológicas: padrão de invasão tumoral, gradação tumoral, invasão vascular, 

linfática e perineural. A expressão da proteína Bcl-2 também não foi associada às 

curvas de sobrevida global e sobrevida livre de doença.  

 

No entanto, é importante ressaltar que observamos resultados significantes entre alta 

expressão de Blc-2 no fronte tumoral de CEO, com alto infiltrado linfocitário tumoral 

(TIL), apontando que esse comportamento deve ser melhor investigado, incluindo um 

número maior de indivíduos analisados. 

 

Além disso, a expressão de Bcl-2 aumentou à medida em que o epitélio progride para 

a transformação maligna. Dessa forma, a expressão desta proteína pode 

desempenhar uma possível marcação de grau de risco ao desenvolvimento tumoral. 

No entanto, estudos longitudinais abrangendo um número significativo de lesões com 

potencial de transformação maligna precisam ser realizados para avaliar sua 

aplicabilidade clínica.  
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