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RESUMO 

 

Introdução: O carcinoma de células escamosas oral (CCEO) em indivíduos jovens tem 

aumentado nos últimos anos, com incidência variando de 1,4% a 13%, e a literatura tem 

sugerido um comportamento biológico mais agressivo que o CCEO em indivíduos idosos. A 

imunoexpressão da Ativina A, Ki-67 e Bcl-2 tem sido estudada em vários processos 

neoplásicos malignos, embora pesquisas comparando a imunoexpressão desses marcadores 

em CCEO, entre indivíduos jovens e idosos, ainda são escassas. Objetivos: avaliar a 

imunoexpressão da Ativina A, Ki-67 e Bcl-2, em casos de carcinomas de células escamosas 

de língua (CCEL) entre pacientes jovens e idosos e verificar a associação desta 

imunoexpressão com os parâmetros clínicos (tamanho do tumor, metástase linfonodal, 

metástase à distância e estágio clínico) e grau histopatológico de malignidade. Material e 

métodos: A amostra foi composta por 60 casos de CCEL, diagnosticados em dois hospitais de 

referência em oncologia do estado da Paraíba, Brasil. Considerou-se dois grupos: jovens (≤45 

anos, n=30) e idosos (≥60 anos, n=30). Os dados clínicos foram obtidos dos prontuários 

médicos e na análise morfológica utilizou-se o sistema de gradação histopatológico de 

malignidade (SGHM), proposto por Bryne et al. (1992). A análise imunoistoquímica foi 

realizada de forma quali-quantitativa para o anticorpo policlonal Ativina A e de forma 

quantitativa para os anticorpos monoclonais Ki-67 e Bcl-2. Para as análises estatísticas foram 

utilizados os testes de Qui-quadrado, exato de Fisher, Mann-Whitney e correlação de 

Spearman (p<0,05). Resultados: Em relação aos parâmetros clínicos e morfológicos entre os 

grupos, houve diferença significativa para o tamanho do tumor (p=0,024), em que nos 

pacientes idosos, o tamanho do tumor foi associado a T1-T2. Embora sem diferença 

significativa (p>0,05), os pacientes idosos foram predominantemente diagnosticados em 

estágios clínicos iniciais (I/II) e os pacientes jovens em estágios clínicos mais avançados 

(III/IV). Em ambos os grupos, o CCEL foi classificado como de alto grau de malignidade 

(p>0,05). A mediana da Ativina A em CCEL foi de 55 (7,5-112,5) em pacientes jovens e 65 

(40,0-90,0) em pacientes idosos (p=0,428). Foi observada diferença significativa na 

imunoexpressão de Ativina A em relação ao estágio clínico (III/IV) em pacientes idosos 

(p=0,04). A mediana da imunoexpressão de Ki-67 em pacientes jovens com CCEL foi de 46,9 

(29,9-56,3) e 34,8 (28,0-48,5) em pacientes idosos (p=0,085). Foi observada diferença 

significativa na imunoexpressão de Ki-67 em relação ao grau histopatológico de malignidade 

em ambos os grupos, onde em pacientes jovens foi associada ao um alto grau (p=0,039) e 

pacientes idosos ao baixo grau (p= 0,047). A mediana da imunoexpressão de Bcl-2 em CCEL 

foi 8,85 (3,97-16,62) em pacientes jovens e 13,3 (7,47-25,55) em pacientes idosos (p=0,049). 

Não foi observada diferença significativa, na imunoexpressão de Bcl-2 em relação aos 

parâmetros clínicos ou morfológicos, em ambos os grupos (p>0,05). Além disso, observou-se 

correlação positiva entre a imunoexpressão da Ativina A e Bcl-2 em pacientes idosos 

(r=0,370; p=0,044). Conclusões: Baseado nesses resultados, sugere-se que a diferença no 

comportamento biológico do CCEL entre jovens e idosos pode estar relacionada a patogenias 

distintas. Nos pacientes jovens, sugere-se que a patogenia do CCEL esteja associada a um 

maior índice de proliferação celular, enquanto que nos pacientes idosos, a patogenia do CCEL 

esteja associada a evasão da apoptose, sendo regulada pela ativina A. 

 

 

Palavras-chaves: carcinoma de células escamosas, língua, proliferação celular, apoptose, 

ativina A. 
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 ABSTRACT 
 

 



ABSTRACT 

 

 

Introduction: Oral squamous cell carcinoma (OSCC) in young individuals has increased in 

recent years with incidence ranged of 1.4% to 13.0% and the literature has suggested a more 

aggressive biological behavior that OSCC in older individuals. Immunoexpression of Activin 

A, Ki-67 and Bcl-2 were studied in various malignant neoplasms, although researches 

comparing the immunoexpression these markers in OSCC between young and older individuals 

are scarce. Objectives: To evaluate immunoexpression of activin A, Ki-67 and Bcl-2 in cases 

of tongue squamous cell carcinoma (TSCC) between young and older patients and verify the 

association of this immunoexpression with clinicopathological parameters (tumor size, node 

metastasis, distant metastasis and clinical stage) and histopathological grade of malignancy. 

Material and methods: The sample was composed for 60 cases of TSCC, diagnosed in two 

hospitals of reference in oncology in Paraíba state, Brazil. It was considered two groups: 30 

cases of young (≤45y) and 30 cases of older (≥60y). Clinical parameters were obtained of 

medical records. For morphological analysis utilized the histopathological grade of malignancy, 

proposed by Bryne et al (1992). Immunohistochemical analysis was realized of quali-

quantitative manner for polyclonal antibody Activin A and quantitative manner for antibodies 

Ki-67 and Bcl-2. Statistical analysis utilized Chi-square, Fisher’s exact, Mann Whitney and 

Spearman’s Correlation (P<0.05). Results: In regarding to clinical and morphological 

parameters between groups, there was significant difference to tumor size (P=0.024). In older 

patients, tumor size was associated to T1-T2. Although without significant difference (P>0.05) 

the older patients were predominantly diagnosed in earlier clinical stage (I/II) and young 

patients in later clinical stage (III/IV). In both groups, TSCC were classified as high grade of 

malignancy (P>0.05). The median of Activin A in TSCC was 55 (range, 7.5 to 112.5) in young 

patients and 65 (range, 40.0 to 90.0) in older patients (P=0.428). Significant difference in the 

immunoexpression of Activin A was observed in relation to clinical state (III/IV) in older 

patients (P=0.04). The median of immunoexpression of Ki-67 in TSCC was 46.9 (range, 29.9 

to 56.3) in young patients and 34.8 (28.0 to 48.5) in older patients (P=0.085). Significant 

difference in the immunoexpression of Ki-67 was observed in relation to histological grade of 

malignancy in both groups, where in young patients was associated to high grade (P=0.039) 

and olderly patients was associated to low grade (P=0.047). The median of immunoexpression 

of Bcl-2 in TSCC was 8.85 (range, 3.97 to 16.62) in young patients and 13.3 (range, 7.47 to 

25.55) in olderly patients (P=0.049). There was no significant difference was observed in 

immunoexpression of Bcl-2 in relation to clinical or morphological parameters, in either age 

groups (P>0.05). In addition, it was observed positive correlation between immunoexpression 

of Activin A and Bcl-2 in older patients (r=0.370, P=0.044). Conclusions: Based on these 

results, it is suggested that the difference in biological behavior of TSCC between young and 

old may be related to different pathogenesis. In young patients, it is suggested that the 

pathogenesis of TSCC is associated with increased cell proliferation, while in olderly patients, 

pathogenesis of TSCC is associated evasion of apoptosis, being regulated by activin A. 

 

 

Key-words: squamous cell carcinoma, tongue, cell proliferation, apoptosis, activin A.  
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1 CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

 

 

O Carcinoma de Células Escamosas (CCE) é o tipo mais frequente de neoplasia 

maligna que afeta a cavidade oral, correspondendo a mais de 90% dos casos de câncer bucal 

(BEENA et al., 2011; JOHNSON et al., 2011; BRAY, 2013; FRYDRYCH et al., 2014; CHI; 

DAY; NEVILLE, 2015). Observa-se que está entre os 15 tipos de câncer mais frequentes em 

todo o mundo, onde estimou-se 325 mil novos casos para o ano de 2015 (IARC, 2014).  

Sabe-se que o Carcinoma de Células Escamosas Oral (CCEO) é mais frequente em 

indivíduos do sexo masculino, na faixa etária entre a quinta e a sétima década de vida, cujos 

principais fatores de risco estão relacionados ao consumo do fumo e do álcool (GENDEN et 

al., 2010; SAMAN, 2012; BELCHER et al., 2014; KIMPLE et al., 2014; WATANABE, et al., 

2015). No entanto, estudos epidemiológicos têm demonstrado um aumento da incidência do 

CCEO em pacientes jovens, na faixa etária abaixo de 45 anos, com frequência variando de 1,4 

a 13% de todos os casos de CCEO (CONWAY et al., 2006; MULLER et al., 2008; RIBEIRO 

et al., 2009; MONSJOU et al., 2013; TROELTZSCH et al., 2014; KOMOLMALAI et al., 

2015; SUN; FANG; GUO, 2015; SANTOS et al., 2016). Nesta faixa etária, o CCEO tem sido 

associado a outros fatores etiológicos, principalmente relacionado a herança familiar 

(HIROTA et al., 2008; DE PAULA et al., 2009) e papiloma vírus humano (HPV) (SIEBERS 

et al., 2008; MANNARINI et al., 2009; KAMINAGAKURA et al., 2012; GONZÁLEZ-

RAMÍREZ et al. 2013; RUSHATAMUKAYANUNT et al., 2014; KNOPF et al., 2015). 

Independente da faixa etária, o CCEO desenvolve-se, principalmente, em língua, 

lábio, assoalho bucal, mucosa, palato, gengiva e região retromolar (RETHMAN et al., 2010), 

sendo a língua a região anatômica mais acometida (PATEL et al., 2011; UDEABOR et al., 

2012; SANTOS et al., 2016) e a qual exibe um pior prognóstico. No que diz respeito ao 

comportamento biológico do CCEO em pacientes jovens, a literatura aponta que em alguns 

estudos apresenta-se mais agressivo, quando comparado ao CCEO em pacientes mais velhos 

(VARGAS et al., 2000; SIRIWARDENA et al., 2007; VERED et al., 2010; SOUDRY et al., 

2010; BENEVENUTO et al., 2012), enquanto outros estudos não observaram essa diferença 

(SASAKI et al., 2005, UDEABOR et al., 2012; FONSECA et al., 2014; SUN; FANG; GUO, 

2015). 

Com relação ao tratamento de escolha para o CCEO, a literatura aponta a cirurgia, 

radioterapia e quimioterapia, de forma isolada ou associada, independentemente da faixa 
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etária (BEENA et al., 2011). Entretanto, há relatos que os jovens tendem a receber tratamentos 

combinados que não dependem da fase da doença (MORRIS et al., 2010). Na literatura, não 

há consenso sobre o prognóstico do CCEO em jovens, embora observa-se que nos pacientes 

mais jovens a doença é mais agressiva, com maior incidência de recorrência local ou regional, 

com comprometimento de linfonodos após o tratamento, em comparação com pacientes mais 

velhos (UDEABOR et al., 2012).  

Diversos fatores podem influenciar na agressividade dos tumores, incluindo 

localização anatômica, tamanho do tumor, nível de envolvimento dos tecidos circunvizinhos, 

presença de metástase no momento do diagnóstico e grau histológico de malignidade 

(SILVEIRA et al., 2007). Portanto, a padronização de dados que possibilitem a classificação 

dos tumores, como o sistema de estadiamento clínico TNM, pode auxiliar na predição da 

evolução clínica da lesão, nortear a conduta terapêutica e estimar a sobrevida do paciente 

(MARZOUK; SCHOFIELD, 2011).  

O TNM baseia-se na extensão anatômica da doença, no intuito de fornecer 

informações sobre o prognóstico e auxiliar no planejamento do tratamento (CARINCI et al., 

1998; SOBIN; WITTEKIND, 2002; SOBIN; GOSPODAROWICZ; WITTEKIND et al., 

2009). Suas variáveis significam: T - tamanho do tumor primário, N - metástase em 

linfonodos regionais e M - metástases à distância; a quantificação destes parâmetros constitui 

o “estadiamento” o qual varia dos estágios I ao IV (ALLISON; LOCKER; FEINE, 1998; 

SOBIN; WITTEKIND, 2002; SOBIN; GOSPODAROWICZ; WITTEKIND et al., 2009).  

Nos casos de CCEO em pacientes jovens observa-se uma maior número de casos 

diagnosticados nos estágios mais avançados (III e IV) (RIBEIRO et al., 2009; 

KAMINAGAKURA et al., 2011). Benevenuto et al. (2012) observaram que houve uma 

associação estatisticamente significativa do TNM em pacientes jovens quando comparado a 

pacientes idosos, onde 67% dos CCEO em jovens foram diagnosticados nos estágios III e IV. 

Essa maior proporção em jovens pode estar relacionada a um diagnóstico tardio, tal como 

ocorre em pacientes mais velhos, ou pode estar associada a um comportamento biológico 

mais agressivo relacionado à idade (SOUDRY et al., 2010). 

No entanto, alguns estudos não observaram diferenças no estadiamento clínico entre 

pacientes jovens e mais velhos (UDEABOR et al., 2012), contudo, a existência de casos 

diagnosticados em estádios iniciais, tratados corretamente, e que, apesar disso, evoluíam 

rapidamente ao óbito, não condizendo com a indicação clínica do TNM, suscitou a instituição 

de outros fatores prognósticos para suplementar este sistema clínico (LOURENÇO et al., 
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2007; COSTA; ARAÚJO JÚNIOR; RAMOS, 2005). 

Assim, os sistemas de gradação histológica de malignidade (SGHM) para os CCEO 

surgiram com o intuito de fornecer conhecimentos adicionais que pudessem explicar o 

comportamento biológico discrepante de tumores com características clínicas semelhantes 

(LOURENÇO et al., 2007). Atualmente encontram-se na literatura diversos sistemas de 

gradação histológica de malignidade para o CCEO, objetivando fornecer subsídios 

morfológicos para uma interpretação quanto à agressividade tumoral.  Segundo Kurokawa et 

al. (2005), as características histológicas da neoplasia são importantes porque podem refletir a 

relação imunológica entre o tumor e o hospedeiro. 

Bryne et al. (1992) consideraram a área do front de invasão para avaliar quatro 

parâmetros: grau de ceratinização, pleomorfismo nuclear, padrão de invasão e infiltrado 

inflamatório linfoplasmocitário. Para Bryne (1998), as características morfológicas na área do 

front de invasão do CCEO refletem melhor o prognóstico destes tumores, já que vários 

eventos moleculares importantes ocorrem nessa região, considerada como a interface do 

tumor-hospedeiro. 

Vários estudos investigam os fatores que podem influenciar o prognóstico e a 

sobrevida de pacientes portadores de CCEO. Embora variáveis clínicas (sítio anatômico, 

tamanho do tumor primário e metástase) e morfológicas são utilizadas como indicadores do 

comportamento biológico e prognóstico do CCEO, estudos destinados a identificar outros 

indicadores do comportamento biológico desse tumor são conduzidos.  Essas investigações 

incluem a imunoistoquímica e a biologia molecular (ALVES et al., 2011; SOBRAL et al., 

2011; BUFALINO et al. 2015). 

Neste contexto, a participação de determinados marcadores biológicos em CCEO em 

pacientes jovens, como Ki-67 (VERED et al., 2010; BENEVENUTO et al., 2012) e Bcl-2 

(ATULA et al., 1996) tem sido investigada. Recentemente a expressão da Ativina A, tem sido 

estudada em CCEO (CHANG et al., 2010; SOBRAL et al., 2011; KELNER et al., 2015), 

entretanto, especificamente, em carcinoma de células escamosas de língua (CCEL) de 

pacientes jovens ainda não foi avaliada. 

A Ativina A, um membro da superfamília do fator de crescimento transformante β 

(TGFβ), é melhor caracterizada por sua função durante a embriogênese na diferenciação, 

destino e reprodução do mesoderma celular, enquanto no período pós-natal tem sua expressão 

reduzida (LOOMANS; ANDL, 2015). A Ativina A é codificada pelo gene INHBA e foi 

demonstrado ser um regulador essencial do desenvolvimento dos órgãos, cicatrização de 
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feridas e carcinogênese (RISBRIDGER et al., 2001; ANTSIFEROVA et al., 2013). Está 

associada a eventos importantes na progressão tumoral induzindo angiogênese, modulação 

das respostas imunológicas, controle do crescimento, diferenciação e morte celular (CHANG 

et al., 2010; SOBRAL et al., 2011; KELNER et al., 2015).  

O mecanismo clássico de ação celular da ativina envolve a ligação a receptores 

transmembrana, que desencadeiam uma cascata de fosforilação proteica intracelular. Existem 

dois tipos de receptores de ativina: receptores de ativina tipo I (ActRI) e receptores de ativina 

tipo II (ActRII). A ligação da ativina se faz com o ActRII, que posteriormente recruta o ActRI 

e promove sua ativação.  O ActRI ativado fosforila uma molécula de transdução da família 

Smad (Smad 2 ou Smad 3), que então interage com a Smad 4 e este complexo se transloca 

para o núcleo, onde promove expressão gênica (ATTISANO et al., 2001; ATTISANO; TUEN 

LEE-HOEFLICH, 2001; BERNARD et al., 2006; CHEN et al., 2006) (FIGURA 1).  

 

Figura 1. Esquema da via de sinalização da Ativina A (LOOMANS; ANDL, 2015). 

 

Nos últimos anos, uma quantidade significativa de pesquisas analisaram a participação 

da Ativina A na carcinogênese, a qual pode exibir papéis tanto na supressão quanto na 

progressão tumoral (LOOMANS; ANDL, 2015). Em carcinoma de próstata (RISBRIDGER et 

al., 2001; KANG et al., 2009; HOFLAND et al., 2012) e de mama (KATIK et al., 2009; 

JUNG et al., 2014), tem-se demonstrado o seu efeito supressor tumoral, enquanto que nos 
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cânceres de pulmão (SEDER et al., 2009), de pâncreas (TOGASHI et al., 2015), carcinoma 

urotelial de bexiga (LEE et al., 2015) e cabeça e pescoço, a expressão de ativina A está 

correlacionada com o aumento da proliferação, invasão e pior prognóstico. No entanto, na 

literatura, observam-se poucos estudos sobre a ativina A na carcinogênese oral (SHIMIZU et 

al., 2007; YE et al., 2008; CHANG et al., 2010; SOBRAL et al., 2011; KELNER et al., 2015; 

BUFALINO et al., 2015). 

Shimizu et al (2007) demonstraram que a alta expressão do gene INHBA estava 

associada a uma menor sobrevida do paciente e presença de metástase linfonodal regional, 

sugerindo, que o gene INHBA poderia ser utilizado como indicador de prognóstico do CCEO. 

Ye et al. (2008) comparam o nível de expressão de genes em amostras de 53 casos de CCEL, 

com 22 casos de amostras normais de e encontraram diferenças significativas na expressão do 

gene INHBA, sugerindo que este pode contribuir para a natureza agressiva desta neoplasia.  

Chang et al. (2010) avaliaram a imunoxpressão da ativina A em 92 casos de CCEO e 

observaram uma correlação estatisticamente significativa entre a superexpressão desta 

proteína, com metástases regionais, pobre diferenciação histológica, invasão perineural e 

menor sobrevida do paciente. Tais achados sugerem que a ativina A atua na progressão 

tumoral do CCEO. 

Sobral et al. (2011) observaram que a síntese dos Miofibroblastos (MBs) em CCEO foi 

induzida em grande proporção, através da via de secreção da ativina A, pois nas linhagens 

celulares de CCEO contendo MBs e ativina A houve um aumento significativo da proliferação 

celular e volume tumoral.  Sugeriram, portanto, que a ativina A é extremamente importante na 

proliferação dos MBs em linhagens celulares de CCEO e que, consequentemente, os MBs no 

estroma tumoral de CCEO podem estimular a proliferação e invasão, induzindo um tumor 

mais agressivo. Os MBs tem sido associados a diversos eventos da progressão tumoral como 

o crescimento, diferenciação, adesão, migração e invasão (LEWIS et al., 2004; DE WEVER 

et al., 2008). 

Kelner et al. (2015) avaliaram a imunomarcação da ativina A em 110 casos de CCEL e 

observaram que uma superexpressão desta proteína, estava associada com metástases em 

linfonodos regionais e menor sobrevida livre de doença. Dessa forma, sugeriram uma possível 

utilização da ativina A como marcador de metástases linfonodais em casos de CCEL. 

Bufalino et al. (2015), em 115 casos de CCEO, observaram que a superexpressão de 

ativina A foi associada com metástases nos linfonodos regionais (p=0,02) e a uma menor 

sobrevida global do paciente. Evidenciaram, também, uma correlação significativa entre a alta 



29 

 

 

 

 

expressão de ativina A e o grau histopatológico dos tumores (p=0,03), visto que 

aproximadamente 60% dos tumores classificados como pouco diferenciados apresentaram 

altos níveis de ativina A, sugerindo que a expressão de Ativina A estava relacionada com um 

pior prognóstico dos pacientes. Através de estudos em linhagens celulares de CCEO tratadas 

com ativina A, observaram uma diminuição da quantidade de células apoptóticas de maneira 

dependente da concentração, indução da transição epitelial-mesenquimal (EMT), expressão 

reduzida de E-caderina e expressões aumentadas de N-caderina e Vimentina. Através da 

técnica RT-qPCR, verificaram que miR-143 e miR-145, que são reguladores do gene INHBA, 

e o aumento desses resulta em diminuição dos níveis de Ativina A. Sugeriram que a expressão 

desregulada de Ativina A em CCEO promove ativamente a carcinogênese, pelo controle de 

fenótipos importantes relacionados com a transformação maligna.  

Uma importante via para que ocorra a transformação maligna e o desenvolvimento da 

carcinogênese oral, é o descontrole da proliferação celular. A proliferação celular é um 

processo biológico de importância vital para todos os organismos vivos. É definida como o 

aumento do número de células e está associada a uma progressão ordenada através do ciclo 

celular, que é governada por complexos de proteínas estimulatórias ou inibitórias exercendo 

funções reguladoras. Na carcinogênese, esse controle do ciclo celular está completamente 

comprometido por alterações cromossômicas ou citogenéticas (BANKFALVI; PIFFKO, 

2000). Células neoplásicas apresentam características peculiares que permitem sua 

sobrevivência, como elevados níveis proliferativos responsáveis pela formação de tumor 

primário bem como de tumores metastáticos (FEITELSON et al., 2015). 

Nesse contexto, o antígeno Ki-67 é uma proteína nuclear codificada por gene 

localizado no cromossomo 10q25 (SUNDOV et al., 2013), que é expressa em todas as fases 

do ciclo celular, exceto na fase G0.  Sua expressão aumenta com a progressão do ciclo celular, 

principalmente durante a última metade da fase S, alcançando um pico em G2 e M, 

rapidamente degradando-se após o final da mitose (SCHOLZEN; GERDES, 2000; WU et al., 

2000; ZHU et al., 2007). Apresenta função desconhecida, embora se acredite que exerça 

algum papel na manutenção da estrutura da cromatina, sendo considerada absolutamente 

necessária para a manutenção da proliferação celular (BROWN; GATTER, 2002; 

TUMULURI; THOMAS; FRASER, 2002).  

A imunoexpressão de Ki-67 tem sido associada a um pior prognóstico e sobrevida dos 

pacientes em CCEO (MOTTA et al., 2009; VERED et al., 2010). No desenvolvimento do 

CCEO, pode ajudar a compreender o comportamento biológico da doença, permitindo uma 
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maior precisão na caracterização prognóstica desses tumores (MONTEIRO et al., 2010; 

GONZÁLEZ-MOLES et al., 2010; DWIVEDI et al., 2013). Além do mais, pode ser usada 

para predizer o status de crescimento e agressividade das lesões potencialmente malignas e 

dos CCEO, sendo demonstrado que o número de células positivas para o Ki-67, aumenta 

progressivamente de mucosa normal para displasia epitelial e CCEO (DWIVEDI et al., 2013).  

Vered et al (2009) analisaram a imunoexpressão do Ki-67, E-caderina e α-actina de 

músculo liso (α-SMA) em CCEL em pacientes jovens (<60 anos de idade) e observaram 

associação de abundantes MBs estromais com o sistema de escore de risco (pior padrão de 

invasão, infiltração linfocítica e invasão perineural) proposto por Brandwein-Gensler et al. 

(2005), sugerindo assim, um risco aumentado para a recorrência da doença. Benevenuto et al. 

(2012) analisaram a imunoexpressão da proteína Ki-67 em CCEL em paciente jovens (≤ 40 

anos) e mais velhos (> 50 anos) e observaram que nos casos de CCEO de pacientes jovens, 

houve um aumento no índice de marcação do Ki-67 nos tumores em estádios clínicos 

avançados e com alto grau de malignidade, enquanto que nos pacientes mais velhos a 

marcação foi mais observada em tumores em estádios iniciais com alto grau de malignidade. 

No entanto, sem demonstrar diferença estatisticamente significativa para a proliferação 

celular.  Os autores sugeriram, portanto, que a possível agressividade dos CCEL em pacientes 

jovens não guarda relação com a atividade proliferativa.  

Outra importante via para a carcinogênese é a apoptose, que tem sido estudada em 

CCEO na tentativa assim, de esclarecer essa possível agressividade relacionada a idade 

(ATULA et al., 1996; CAMISASCA et al., 2008; GAREWAL; GAREWAL; SIRCAR, 2014; 

ARYA; SINGH; DANIEL, 2016). A apoptose representa um tipo especial de morte celular 

onde a própria célula aciona mecanismos que resultam em sua autodestruição. A inibição 

dessa está associada com o desenvolvimento de neoplasias malignas e autoimunidade, 

enquanto sua indução excessiva pode acarretar doenças regressivas e imunossupressão 

(WILLYE, 1991; ADAMS, 2003; CASTANIER; ARNOUIT, 2010). 

A regulação da apoptose envolve vários grupos de moléculas, tais como genes da 

família Bcl-2, o receptor do fator de necrose tumoral (TNF), os genes supressores de tumores, 

oncogenes, fatores mitocondriais e uma série de caspases. Duas principais vias de apoptose 

têm sido reconhecidas. Uma via é mediada pela ativação de receptores de morte, como o 

receptor de TNF, que conduz a ativação de caspase-8 (via extrínseca). A outra via de 

sinalização de morte é induzida por estresse celular (via intrínseca) e envolve a mitocôndria, a 

qual libera fatores apoptogênicos, tais como citocromo c. O citocromo c, o trifosfato de 
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adenosina e o fator de activação-1 apoptose-protease(Apaf-1) formam um complexo chamado 

apoptossomo, que desencadeiam a ativação de caspases efetoras e conduzem à indução de 

apoptose (FIGURA 2) (LORO; VINTERMYR; JOHANNESSEN, 2003; VOGLER, 2014). 

 

Figura 2: Esquema representativo das vias da apoptose (CZABOTAR et al., 2014). 

 

A família Bcl-2 é constituída por dois grupos: o de proteínas antiapoptóticas e de pró-

apoptóticas. Estas proteínas são localizada na membrana mitocondrial externa, envelope 

nuclear e retículo endoplasmático das células (KORSMEYER, 1995). As proteínas da família 

Bcl-2 tem até quatro domínios de homologia (BH) de sequências altamente conservadas, Bcl-

2 homólogos 1-4 (BH1-4), que medeiam as interações 

proteína (YIN; OLTVAI; KORSMEYER, 1994; FARROW; BROWN, 1996; ANTONSSON, 

2001). As proteínas antiapoptóticas normalmente contêm todos os quatro domínios BH e 

também contêm um domínio C-terminal hidrofóbico, que tem-se sugerido ser importante para 

a localização de membranas intracelulares. Os membros pró-apoptóticos da família Bcl-2 

podem ser subdivididos em dois grupos: o que apresenta vários BH (BH1-3), constituídos 

pelas proteínas Bax e Bak, e o que apresenta somente um BH (BH3), constituído pelas 

proteínas Bid e Bad (LORO; VINTERMYR; JOHANNESSEN, 2003). 
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A proteína Bcl-2 representa uma importante molécula com função antiapoptótica e, a 

desregulação dessa, pode desencadear um mecanismo de evasão da apoptose, resultando na 

sobrevivência de células neoplásicas, que pode permitir o acúmulo de alterações genéticas e 

resultar em proliferação celular desregulada (CHEN et al., 2002; THOMAS et al., 2013).  

Diversos estudos avaliando a expressão do Bcl-2 em CCEO têm sido realizados (ATULA et 

al., 1996; CAMISASCA et al., 2008; GAREWAL; GAREWAL; SIRCAR, 2014; ARYA; 

SINGH; DANIEL, 2016) e essa proteína tem sido associada a um pior prognóstico em 

pacientes com CCEO (TANO et al., 2013).  

Atula et al. (1996) analisaram a imunoexpressão da Bcl-2, em 34 casos de CCEL de 

pacientes com idade inferior a 40 anos e não encontraram diferenças estatisticamente 

significativas, quanto ao padrão de expressão dessa proteína em pacientes idosos. García-

Montesinos-Perea, Bernal e Bustillo (2005) avaliaram a imunoexpressão de c-erb-B2, p53, 

Bcl-2, Ki-67 e CD44 em CCE de lábio, e observaram que dentre os marcadores utilizados 

apenas o Bcl-2 exibiu uma baixa imunoexpressão (3,8%; n=3), e essa imunoexpressão não 

estava associada a nenhum dos parâmetros clinico-morfológicos, sugerindo que o Bcl-2 não 

exibia valor prognóstico para o CCE de lábio. 

Através da análise da imunoexpressão de PTEN e Bcl-2 em 60 casos de CCEO, 

Rahmani et al. (2012) observaram uma correlação estatisticamente significativa (p<0,05) 

entre a alta expressão do Bcl-2 com a diminuição da expressão de PTEN. A superexpressão do 

Bcl-2 também estava associada aos tumores com pobre diferenciação, comprometimento 

linfonodal e estágios tardios. Bascones-Martínez et al. (2013) verificaram a imunoexpressão 

de p53, caspase-3, Bcl-2 e Ki-67, em 41 casos de CCEO, bem como no epitélio não 

neoplásico adjacente ao tumor e, observaram diferenças estatisticamente significativas 

(p<0,05) entre a alta expressão desses marcadores, apontando que as alterações na expressão e 

função das principais proteínas de regulação do ciclo celular, operam para criar um estado de 

hiperproliferação celular, favorecendo assim, a ocorrência de acontecimentos que melhoram a 

atividade proliferativa e invasiva das células neoplásicas. 

Garewal et al. (2014), ao analisarem a expressão de Bcl-2 e Ki-67 em 30 casos de 

CCEO, observaram que a perda da diferenciação promoveu um aumento significativo para 

Ki-67 e uma diminuição para Bcl-2 (p<0,05). Diante disso, observaram que houve uma 

correlação estatisticamente significativa entre Bcl-2 e Ki-67 em CCEO pouco diferenciados. 

Sugeriram que a apoptose possivelmente desempenha um papel importante nos primeiros 

estágios da carcinogênese oral. 
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Nesse contexto, pode-se observar escassez de estudos que demonstram a 

imunoexpressão da ativina A, Ki-67 e Bcl-2 em CCEL em pacientes jovens, comparando com 

um grupo de pacientes idosos. Portanto, torna-se de grande valia a realização desta pesquisa 

com o intuito de averiguar possíveis diferenças no comportamento biológico entre as faixas 

etárias estudadas. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

O presente estudo tem como objetivo principal avaliar a imunomarcação da ativina A, 

do Ki-67 e Bcl-2 em uma série de casos de CCEL em pacientes jovens e idosos, 

correlacionando essa imunomarcação com parâmetros clínicos (tamanho do tumor, metástase 

linfonodal regional, metástases a distância e estágio clínico) e com SGHM (BRYNE et al., 

1992).   

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Associar os parâmetros clínicos (tamanho do tumor, metástase linfonodal regional, 

metástases a distância e estágio clínico) e morfológicos (SGHM, segundo a 

classificação de Bryne et al.,1992) em CCEL em pacientes jovens e idosos; 

 

 Comparar a imunoexpressão da ativina A, do Ki-67 e Bcl-2 com parâmetros clínicos 

(tamanho do tumor, metástase linfonodal regional, metástases a distância e estágio 

clínico) e morfológicos (SGHM, segundo a classificação de Bryne et al.,1992) em 

cada grupo estudado; 

 

 Correlacionar as imunoexpressões da ativina A, do Ki-67 e do Bcl-2 em CCEL em 

pacientes jovens e idosos. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS  

 

 

O projeto de pesquisa foi cadastrado na Base de Registros de Pesquisas envolvendo 

Seres Humanos (Plataforma Brasil) e foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Estadual da Paraíba (UEPB), sob o parecer de número 634.714 (ANEXO A). 

Este projeto de pesquisa faz parte do Edital Universal do CNPq, referente ao número 

485788/2013-6. 

 

 

3.2 CARACTERIZAÇÃO DO ESTUDO  

 

 

O estudo consistiu de em uma pesquisa observacional, caracterizada pelo registro e 

análise quantitativa do Ki-67, Bcl-2 e análise quanti-qualitativa da ativina A, por meio de 

imunoistoquímica, em uma série de casos de CCEL em pacientes jovens e idosos. 

 

 

3.3 POPULAÇÃO 

 

 

A população objeto do presente foi composta por todos os casos de CCEL, 

diagnosticados e arquivados, nos últimos 13 anos (2002-2015), no Serviço de Anatomia 

Patológica do Hospital Napoleão Laureano/ João Pessoa – PB e do Hospital Fundação 

Assistencial da Paraíba (FAP)/Campina Grande – PB, os quais são hospitais de referência em 

oncologia no estado da Paraíba. 
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3.4 AMOSTRA  

 

 

A amostra do estudo foi do tipo não probabilística, por conveniência, constituída por 

30 casos de CCEL em pacientes jovens (idade ≤ 45 anos), e 30 casos de CCEL em pacientes 

idosos (idade ≥ 60 anos), diagnosticados e arquivados nos últimos 13 anos (2002-2015), todos 

emblocados em parafina, obtidos dos serviços anteriormente citados. 

 

 

3.4.1 Critérios de Inclusão 

 

 

Foram incluídos na amostra, apenas os casos de CCEL tratados por excisão cirúrgica, 

que possibilitassem a avaliação do front de invasão tumoral. Bem como, os casos cujas fichas 

clínicas dos pacientes apresentassem informações relativas à idade, tamanho do tumor, 

presença de metástase linfonodal, metástase a distância e estadiamento clínico (TNM) das 

lesões. 

 

 

3.4.2 Critérios de Exclusão 

 

 

Foram excluídos da amostra lesões de pacientes submetidos previamente à 

radioterapia ou quimioterapia. Além disso, foram excluídos da pesquisa os casos que não 

possuíam quantidades suficientes de material biológico para realização das gradações 

histológicas de malignidade e do estudo imunoistoquímico. 

 

 

3.5 VARIÁVEIS DO ESTUDO  
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3.5.1 Variáveis independentes do estudo 

 

Quadro 1. Apresentação das variáveis independentes utilizadas no estudo. 

VARIÁVEL DEFINIÇÃO CATEGORIA TIPO 

Faixa etária 

Divisão dos grupos em Jovens 

e Idosos, de acordo com a 

idade em anos 

-Jovens (≤ 45 anos) 

 

-Idosos (≥ 60 anos) 

Qualitativa 

nominal 

Tamanho do 

tumor 

Tamanho/extensão do tumor 

primário 

T1 

T2 

T3 

T4a ou T4b 

Qualitativa 

ordinal 

Metástase 

linfonodal 

regional 

Metástase em linfonodos 

regionais 

N0 

N1 

N2 

N3 

Qualitativa 

ordinal 

Metástase à 

distância 

Presença de metástase à 

distância 

M0 

M1 

Qualitativa 

nominal 

Estadiamento 

clínico 

Estadiamento clínico 

categorizado, de acordo com 

UICC. 

- I/II 

 

-III/IV 

Qualitativa 

nominal 

Grau 

histopatológico 

de malignidade 

Conjunto de características 

morfológicas na região de 

front, segundo o sistema 

proposto por Bryne et al. 

(1992). 

-Baixo grau de 

malignidade 

 

-Alto grau de 

malignidade 

Qualitativa 

nominal 

 

3.7.2 Variáveis dependentes do estudo 

 

Quadro 2. Apresentação das variáveis dependentes utilizadas no estudo. 

VARIÁVEL DEFINIÇÃO CATEGORIA TIPO 

Ativina A 

Imunomarcação para ativina 

A em CCEL em jovens e 

idosos 

-Percentual da intensidade da 

imunoexpressão citoplasmática 

de células neoplásicas 

Quali-

quantitativa 

Ki-67 
Imunomarcação para Ki-67 

em CCEL em jovens e idosos 

-Percentual da imunoexpressão 

nuclear de células neoplásicas 
Quantitativa 

Bcl-2 
Imunomarcação para Bcl-2 

em CCEL em jovens e idosos 

-Percentual da imunoexpressão 

citoplasmática de células 

neoplásicas 

Quantitativa 
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 3.6 ESTUDO DOS PARÂMETROS CLÍNICOS 

 

Informações a respeito da idade, tamanho do tumor, presença de metástase linfonodal, 

metástase a distância e estadiamento clínico (TNM) das lesões, foram coletadas nos 

prontuários médicos dos pacientes tratados no Hospital Napoleão Laureano/ João Pessoa – PB 

e no Hospital Fundação Assistencial da Paraíba (FAP)/Campina Grande – PB. Para o 

estadiamento clínico foram utilizados os parâmetros elencados pela União Internacional 

Contra o Câncer (UICC) (SOBIN; WITTENKIND, 2002). Todos os dados clínicos foram 

anotados em ficha clínica previamente elaborada para esta pesquisa (APÊNDICE 1). 

 

3.7 ESTUDO MORFOLÓGICO 

 

A amostra selecionada, fixada em formol a 10% e incluída em parafina, foi submetida 

a cortes com 5µm de espessura, os quais, por sua vez, foram estendidos em lâminas de vidro e 

submetidos à coloração de rotina da hematoxilina e eosina. Sob microscopia de luz (Leica 

DM 500, Leica Microsystems Vertrieb GmbH, Wetzlar, DE), dois examinadores previamente 

treinados realizaram a análise da gradação histológica de malignidade, de acordo com o 

sistema proposto por Bryne et al. (1992) (QUADRO 3) 

 

Quadro 3. Sistema de gradação histológica de malignidade no front de invasão, proposto por 

Bryne et al. (1992). 

 

Aspectos 

morfológicos 

Escores de malignidade 

1 2 3 4 

Grau de 

Ceratinização 

Alto 

(>50% das 

células) 

Moderado (20-

50% das 

células) 

Baixo 

(>5<20% das 

células) 

Ausente 

(0-5% das células) 

Pleomorfismo 

Nuclear 

Pouco (>75% 

de células 

maduras) 

Moderado (50 a 

75% de células 

maduras) 

Intenso (>25< 

50% de células 

maduras) 

Extremo (0 a 25% de 

células maduras) 

Padrão de 

Invasão 

Bordas 

Infiltrativas 

bem 

delimitadas 

Cordões, 

bandas e/ ou 

trabéculas 

sólidas 

infiltrativas 

Pequenos grupos 

ou cordões de 

células 

infiltrativas(n>15) 

Infiltração difusa e 

pronunciada, em 

pequenos grupos 

celulares e/ ou células 

individuais (n<15) 

Infiltrado 

Inflamatório 
Intenso Moderado Escasso Ausente 
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Os escores obtidos em cada um dos parâmetros foram somados, obtendo-se, dessa 

forma, o escore final de malignidade do caso, conforme Bryne et al. (1992).  As lesões que 

apresentaram escores finais inferior ou igual a 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). 

 

3.8 ESTUDO IMUNOISTOQUÍMICO 

 

3.8.1 Método imunoistoquímico  

 

 

A amostra selecionada, fixada em formol a 10% e incluída em parafina, foi submetida 

a cortes com 3µm de espessura, os quais foram estendidos em lâminas de vidro preparadas 

com adesivo à base de 3-aminopropyltrietoxy-silano (Sigma Aldrich Chemical CO, St Louis, 

MO, USA). Posteriormente, o material foi submetido ao método da imunoperoxidase pela 

técnica baseada em polímeros de dextrano (Polymer/HRP) utilizando o anticorpo policlonal 

ativina A e os anticorpos monoclonais Ki-67 e Bcl-2 (QUADRO 4). 

 

 

Quadro 4. Especificidade, clone, fabricante, diluição, recuperação antigênica e tempo de 

incubação dos anticorpos primários utilizados no estudo. 

Especificidade Clone Fabricante Diluição 
Recuperação 

Antigênica 
Incubação 

Ativina A AF-338 
R&D 

Systems, EUA 
1:30 

Steamer, EDTA, pH 

9,0, 90ºC, 60 min 
Overnight 

Ki-67 MIB-1 Dako, EUA 1:200 
Steamer, Citrato, pH 

6.0, 90ºC, 60 min 
Overnight 

Bcl-2 124 Dako, EUA 1:150 
Steamer, EDTA, pH 

9.0, 90ºC, 60 min 
60 min 

 

Como controle positivo para os anticorpos analisados foram utilizados espécimes de 

tonsila. O controle negativo consistiu na substituição do anticorpo primário por albumina de 

soro bovino (BSA) a 1% em solução tampão. A técnica seguiu o protocolo utilizado no 

Laboratório de Imunoistoquímica do Programa de Pós-graduação em Odontologia da UEPB, 

conforme descrito a seguir: 
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 Desparafinização: 2 banhos em xilol, à temperatura ambiente (10 minutos cada) 

 Re-hidratação em cadeia descendente de etanóis:  

 Álcool etílico absoluto I (5 minutos);  

 Álcool etílico absoluto II (5 minutos);  

 Álcool etílico absoluto III (5 minutos);  

 Álcool etílico 95°GL (5 minutos);  

 Álcool etílico 80°GL (5 minutos);  

 Remoção de pigmentos formólicos com hidróxido de amônia a 10% em etanol 95°, à 

temperatura ambiente (10 minutos);  

 Lavagem em água corrente (10 minutos); 

 Passagens rápidas em água destilada (2 trocas);  

 Recuperação antigênica (QUADRO 4);  

 Lavagem em água corrente (10 minutos); 

 Passagens rápidas em água destilada (2 trocas);  

 Duas incubações dos cortes em solução de peróxido de hidrogênio 3% 10 volumes, em 

proporção de 1/1, para o bloqueio da peroxidase endógena tecidual (10 minutos cada); 

 Lavagem em água corrente (10 minutos); 

 Passagens rápidas em água destilada (2 trocas);  

 Incubação dos cortes com os anticorpos primários, em solução diluente (Antibody 

diluent with background reducing components, Dako North America Inc., Carpinteria, 

CA, USA), à temperatura ambiente;  

 Duas passagens em solução de Tween 20 a 1% em TRIS-HCl pH 7,4, à temperatura 

ambiente (5 minutos cada);  

 Incubação com anticorpo secundário (ADVANCETM HRP Link, Dako North America 

Inc., Carpinteria, CA, USA), à temperatura ambiente (30 minutos); 

 Duas passagens em solução de Tween 20 a 1% em TRIS-HCl pH 7,4, à temperatura 

ambiente (5 minutos cada); 

 Incubação com anticorpo polimerizado à peroxidase (ADVANCETM HRP Enzyme, 

Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA), à temperatura ambiente (30 

minutos); 

 Duas passagens em solução de Tween 20 a 1% em TRIS-HCl pH 7,4, à temperatura 

ambiente (5 minutos cada); 
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 Revelação da reação com solução cromógena de 3,3-diaminobenzidina (Liquid DAB+ 

Substrate, Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA) (8 minutos); 

 Lavagem em água corrente (10 minutos); 

 Passagens rápidas em água destilada (2 trocas);  

 Contracoloração com hematoxilina de Mayer, à temperatura ambiente (5 minutos);  

 Lavagem em água corrente (10 minutos); 

 Desidratação em álcool absoluto: 

 Álcool etílico absoluto I (5 minutos);  

 Álcool etílico absoluto II (5 minutos);  

 Álcool etílico absoluto III (5 minutos); 

 Três passagens em xilol (2 minutos cada); 

 Montagem em resina Permount® (Fisher Scientific Inc., Fair Lawn, NJ, USA). 

 

 

3.8.2 Análise Imunoistoquímica 

 

 

Após o processamento dos cortes histológicos e tratamento imunoistoquímico, cada 

espécime foi analisado à microscopia de luz (Leica DM 500, Leica Microsystems Vertrieb 

GmbH, Wetzlar, DE), por dois examinadores previamente treinados, sem que houvesse o 

conhecimento da faixa etária a que pertencia o caso de CCEL avaliado. Ao longo do front de 

invasão tumoral, sob aumento de 100× e de 400×, foram avaliadas as áreas de maior 

imunorreatividade para Ativina A, Ki-67 e Bcl-2.  Foram consideradas imunopositivas para o 

Ki-67, as células com núcleo acastanhado e para o Bcl-2 e Ativina A, as células com o 

citoplasma acastanhado. 

A análise da imunomarcação da ativina A foi realizada de forma quali-quatitativa, 

adaptando-se a metodologia utilizada por Chang et al. (2010). Ao longo do front de invasão 

tumoral, sob aumento de 100× e de 400×, foram avaliadas as áreas de maior 

imunorreatividade a ativina A. Em seguida, foi realizada a análise qualitativa dessa 

imunomarcação em células neoplásicas, levando-se em consideração um método de escore 

combinado de intensidade de positividade e o percentual de células imunomarcadas. As 

intensidades de imunomarcação foram consideradas como: 0-ausente, 1- marcação leve, 2-
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marcação moderada e 3-marcação intensa. Para cada um dos escores de intensidade, o 

percentual de células imunomarcadas foi estimado visualmente. O escore final de cada caso 

foi calculado por meio da soma das porcentagens de células imunomarcadas, multiplicada 

pela pontuação estabelecida para cada intensidade de marcação, através da seguinte fórmula:  

Escore final = (%fraca x 1) + (%moderada x 2) + (%forte x 3)]. 

A análise da imunomarcação do Ki-67 e Bcl-2 foi realizada de forma quantitativa, 

baseada na metodologia utilizada no estudo de Benevenuto et al.  (2012) e Rahmani et al. 

(2012), respectivamente.  Foram consideradas imunopositivas para Ki-67 as células 

neoplásicas com núcleo acastanhado, e para o Bcl-2, as células neoplásicas com o citoplasma 

acastanhado, independentemente da intensidade de coloração. 

Ao longo do front de invasão tumoral, sob aumento de 100×, foram selecionadas 10 

áreas de maior imunorreatividade ao anticorpo estudado.  Sob aumento de 400×, cada uma 

destas áreas foi fotomicrografada (ICC  50HD, Leica Microsystems Vertrieb GmbH) e as 

imagens obtidas foram transferidas para um computador. Com o auxílio do programa 

ImageJ® (Imaging Processing and Analysis in Java, National Institute of Mental Health, 

Bethesda, Maryland, USA), em cada um dos campos fotomicrografados, foi realizada a 

contagem das células imunopositivas e das células negativas. De posse do número de células 

positivas neste montante de 1000 células neoplásicas, foi estabelecido um índice de 

positividade (IP) para o Ki-67 e Bcl-2. Para cada lâmina foi estabelecido o valor total de 

células imunomarcadas, multiplicando o número de células imunopositivas por 100 e 

dividindo o resultado pelo número total de células contadas, obtendo-se, assim, valores 

percentuais.  

IP= n0 de céls positivas x 100 

                                                             1000 

 

 

 

3.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

Os resultados obtidos foram digitados em planilha eletrônica Excel (Microsoft Office 

2013®) e, posteriormente, exportados para o programa SPSS (Statistical Package for the 

Social Sciences, versão 17.0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA).  Os resultados foram 

apresentados como média e desvio-padrão ou mediana e intervalo de confiança, conforme 
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tenha tido uma distribuição normal ou não, respectivamente, verificado pelos testes de 

Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. O teste do Qui-quadrado e exato de Fisher foi utilizado 

para averiguar prováveis associações entre os grupos estudados (jovens e idosos) em relação 

ao tamanho do tumor, metástase linfonodal regional, metástases a distância, estadiamento 

clínico categorizado (I/II e III/IV) e SGHM (Baixo grau de malignidade e Alto grau de 

malignidade).  

O teste de Mann-Whitney foi aplicado para verificar possíveis diferenças na mediana 

entre os índices de positividade (IP) dos anticorpos estudados com a faixa etária dos pacientes 

(jovens e idosos), tamanho do tumor, metástase linfonodal regional, metástases a distância, 

estadiamento clínico categorizado (I/II e III/IV) e SGHM (Baixo grau de malignidade e Alto 

grau de malignidade). O teste de correlação de Spearman foi utilizado para verificar se existia 

correlação entre as imunomarcações da Ativina A, Ki-67 e Bcl-2, em cada grupo estudado. Os 

valores de p<0,05 foram considerados significativos. 
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4. ARTIGO  

 

4. 1 APRESENTAÇÃO 

 

 A presente pesquisa foi desenvolvida após apresentação e aprovação em qualificação 

no Programa de Pós-graduação em Odontologia da UEPB. Como resultado da mesma, um 

artigo será apresentado nesta dissertação “Análise comparativa da Ativina A, Ki-67 e Bcl-2 em 

carcinomas de células escamosas de língua em pacientes jovens e idosos”. 

 Após as devidas considerações da banca da defesa desta dissertação, o artigo será 

colocado nas normas e será enviado para tradução do inglês e posteriormente submetido ao 

periódico Oral Surgery, Oral Medicine, Oral Pathology and Oral Radiology (ISSN: 1528-

395X, Fator de Impacto: 1.262, Qualis Odontologia A2), cujas normas para submissão de 

trabalhos se encontram no Anexo B.  
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Resumo 

 

Objetivos: avaliar a imunoexpressão da Ativina A, Ki-67 e Bcl-2, em casos de carcinoma de 

células escamosas de língua (CCEL), entre pacientes jovens e idosos e verificar a associação 

desta imunoexpressão com os parâmetros clínicos (tamanho do tumor, metástase linfonodal, 

metástase à distância, estágio clínico e grau histopatológico de malignidade). Material e 

métodos: A amostra foi composta por 60 casos de CCEL e considerou-se dois grupos: 30 

casos de jovens (≤45 anos) e 30 casos de idosos (≥60 anos). Os parâmetros clínicos foram 

obtidos dos prontuários médicos. Para análise morfológica utilizou-se grau o histopatológico 

de malignidade, proposto por Bryne et al. (1992). Para a análise imunoistoquímica foram 

utilizados os anticorpos Ativina A, Ki-67 e Bcl-2. A análise estatística utilizou os testes de Qui 

quadrado, exato de Fisher, Mann-Whitney e de correlação de Spearman (p<0,05). 

Resultados: A mediana de Ativina A em CCEL foi de 55 (7,5-112,5) em pacientes jovens e 65 

(40,0-90,0) em pacientes idosos (p=0,428). Foi observada diferença significativa na 

imunoexpressão de Ativina A em relação ao estágio clínico (III/IV) em pacientes idosos (p= 
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0,04). A mediana da imunoexpressão de Ki-67 em CCEL foi de 46,9 (29,9-56,3) em pacientes 

jovens e 34,8 (28,0-48,5) em pacientes idosos (p=0,085). Foi observada diferença 

significativa na imunoexpressão de Ki-67 em relação ao grau histológico de malignidade em 

ambos os grupos, onde em pacientes jovens foi associada a um alto grau (p=0,039) e os idosos 

baixo grau (p=0,047). A mediana da imunoexpressão de Bcl-2 em CCEL foi 8,85 (3,97-16,62) 

em pacientes jovens e 13,3 (7,47-25,55) em pacientes idosos (p=0,049). Não houve diferença 

significativa na imunoexpressão de Bcl-2, em relação aos parâmetros clínicos ou 

morfológicas, em ambos os grupos (p> 0,05). Além disso, observou-se correlação positiva 

entre a imunoexpressão da Ativina A e Bcl-2 em pacientes idosos (r=0,370, p=0,044). 

Conclusão: Baseado nos resultados, sugere-se que a diferença no comportamento biológico 

do CCEL entre jovens e idosos pode estar relacionada a patogenias distintas. Nos pacientes 

jovens, sugere-se que a patogenia do CCEL esteja associada a um maior índice de 

proliferação celular, enquanto que nos pacientes idosos, a patogenia do CCEL esteja associada 

a evasão da apoptose, sendo regulada pela ativina A. 

 

 

 

Palavras-chave: carcinoma de células escamosas, língua, proliferação celular, apoptose, 

ativina A 

  

 

 

Introdução 

 

 

O Carcinoma de Células Escamosas Oral (CCEO) é o tipo mais frequente de neoplasia 

maligna que afeta a cavidade bucal, correspondendo a mais de 90% dos casos de câncer de 

boca,2. Observa-se que está entre os 15 tipos de câncer mais frequentes em todo o mundo, 

onde estimou-se 325 mil novos casos para o ano de 20153.  

O CCEO desenvolve-se mais frequentemente na língua, em homens tabagistas e 

alcoolistas, na faixa etária entre a quinta e a sétima década de vida4,5.  A língua é o sítio 

anatômico mais acometido e que também exibe o pior prognóstico6,7. Estudos 

epidemiológicos recentes têm demonstrado um aumento da incidência do CCEO em pacientes 

jovens, de idade inferior a 45 anos, com frequência variando de 1,4 a 13% de todos os casos 

de CCEO7-9. A literatura é controversa no que diz respeito ao comportamento biológico do 

CCEO nesses indivíduos jovens, onde alguns estudos apontam que se apresentam mais 

agressivos que nos idosos10,11, enquanto outros estudos não demonstram diferenças6,9,12,13.  

Diante disso, a participação de marcadores de proliferação celular como Ki-67 10,11 e 

antiapoptóticos como o Bcl-214 são investigados, com a finalidade de contribuir para uma 

melhor compreensão do comportamento biológico do CCEO em pacientes jovens. 

Recentemente a expressão da Ativina A, tem sido estudada em CCEO15-20, contudo, 
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especificamente, em carcinoma de células escamosas de língua (CCEL) de pacientes jovens 

ainda não foi avaliada. 

A ativina A está associada a eventos importantes na progressão tumoral induzindo 

angiogênese, modulação das respostas imunológicas, controle do crescimento, diferenciação e 

morte celular17-19. Pode exibir papéis tanto na supressão quanto na progressão tumoral21. Em 

carcinoma de próstata22 e de mama23, tem-se demonstrado o seu efeito supressor tumoral, 

enquanto que nos cânceres de pulmão24, de pâncreas25 e cabeça e pescoço15-20, a expressão de 

ativina A está correlacionada com o pior prognóstico. 

O antígeno Ki-67 é um marcador de proliferação celular que é expresso em todas as 

fases do ciclo celular, exceto na fase G0.  Sua expressão aumenta com a progressão do ciclo 

celular, principalmente durante a última metade da fase S, alcançando um pico em G2 e M, 

rapidamente degradando-se após o final da mitose26,27. No CCEO sua imunoexpressão tem 

sido associada a um pior prognóstico, menor sobrevida dos pacientes10,28 e pode ajudar a 

compreender o comportamento biológico da doença, permitindo uma maior precisão na 

caracterização prognóstica desses tumores29. 

A proteína Bcl-2 representa uma importante molécula com função antiapoptótica, e a 

desregulação dessa, pode desencadear um mecanismo de evasão da apoptose, resultando na 

sobrevivência de células neoplásicas, acúmulo de alterações genéticas e proliferação celular 

desregulada30. Em casos de CCEO a imunoexpressão de Bcl-2 tem sido associada a um 

aumento da capacidade invasiva, pior prognóstico, tumores com pobre diferenciação, 

comprometimento linfonodal e estágios tardios31,32.  

Portanto, esta pesquisa tem o objetivo de comparar através da análise 

imunoistoquímica da Ativina A, Ki-67 e Bcl-2 em CCEL em pacientes jovens (≤ 45 anos) e 

idosos (≥ 60 anos), se existem possíveis diferenças no comportamento biológico entre as 

faixas etárias estudadas. 

 

Material e Métodos 

 

Desenho do estudo 

 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Estadual 

da Paraíba (UEPB), sob o parecer de número 634.714. Foram selecionados 60 casos de 

CCEL, diagnosticados em dois hospitais de referência em oncologia em um estado brasileiro. 

A amostra foi dividida em dois grupos: 30 casos de CCEL diagnosticados em pacientes jovens 



51 

 

 

 

 

(≤45 anos) e 30 casos de CCEL diagnosticados em pacientes idosos (≥60 anos). Foram 

excluídos da amostra, lesões de pacientes submetidos previamente à radioterapia ou 

quimioterapia, casos que não possuíam quantidades suficientes de material biológico para 

realização da gradação histológica de malignidade e do estudo imunoistoquímico. 

 

Estudo clínico - morfológico 

 

Informações a respeito da idade, tamanho do tumor, presença de metástase linfonodal 

regional, metástase à distância e estadiamento clínico (TNM) foram coletadas nos prontuários 

médicos. Para o estudo morfológico, dois examinadores previamente treinados realizaram a 

análise da gradação histológica de malignidade, de acordo com o sistema proposto por Bryne 

et al33, em que são atribuídos escores de 1 a 4 aos parâmetros: grau de ceratinização, 

pleomorfismo nuclear, padrão de invasão e infiltrado inflamatório. Os escores obtidos em 

cada um dos parâmetros foram somados, obtendo-se, dessa forma, o escore final de 

malignidade do caso.  As lesões que apresentaram escores finais abaixo ou igual a 8, foram 

classificadas como de baixo grau de malignidade e os tumores com escore final igual ou 

superior a 9, foram classificados como de alto grau de malignidade de acordo com o método 

adaptado por Silveira et al34. 

 

Método imunoistoquímico 

 

Para o estudo imunoistoquímico, a amostra selecionada, fixada em formol a 10% e 

incluída em parafina, foi submetida a cortes com 3µm de espessura. Em seguida, as amostras 

teciduais foram desparafinizadas e imersas em peróxido de hidrogênio à 3% para bloqueio da 

peroxidase endógena. As secções de tecido foram lavadas duas vezes em solução Tween 20 a 

1% em TRIS-HCl pH 7,4, à temperatura ambiente. Posteriormente, o material foi submetido 

ao método da imunoperoxidase pela técnica baseada em polímeros de dextrano 

(Polymer/HRP), utilizando o anticorpo policlonal Ativina A e os anticorpos monoclonais 

primários Ki-67 e Bcl-2 (TABELA 1). 

Em seguida, as amostras teciduais foram incubadas numa câmara úmida com os 

anticorpos primários. Depois foram lavadas duas vezes em Tween 20 a 1% em TRIS-HCl, pH 

7,4, e tratadas com complexo de HRP (AdvanceTM, Dako, Carpinteria, CA, USA), à 

temperatura ambiente para ligar os anticorpos primários. A revelação da reação foi realizada 
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com solução cromógena de 3,3-diaminobenzidina (Liquid DAB+ Substrate, Dako, 

Carpinteria, CA, USA), resultando em um produto de reação castanho. Finalmente, as secções 

de tecido foram contracoradas com hematoxilina de Mayer e montadas em lâminas de vidro. 

Como controle positivo para os anticorpos analisados foram utilizados espécimes de tonsila. 

O controle negativo consistiu na substituição do anticorpo primário por albumina de soro 

bovino (BSA) a 1% em solução tampão. 

 

Análise imunoistoquímica 

 

As amostras teciduais foram examinadas, sem conhecimento prévio das características 

clínicas, por dois observadores previamente treinados, à microscopia de luz (Leica DM 500, 

Leica Microsystems Vertrieb GmbH, Wetzlar, DE). Ao longo do front de invasão tumoral, sob 

aumento de 100× e de 400×, foram avaliadas as áreas de maior imunorreatividade para 

Ativina A, Ki-67 e Bcl-2.  Foram consideradas imunopositivas para o Ki-67, as células com 

núcleo acastanhado e para o Bcl-2 e Ativina A, as células com o citoplasma acastanhado. 

A análise da imunomarcação da ativina A, foi realizada de forma quali-quatitativa, 

adaptando-se a metodologia utilizada por Chang et al17. Foi realizada a análise qualitativa 

dessa imunomarcação em células neoplásicas, levando-se em consideração um método de 

escore combinado de intensidade de positividade e o percentual de células imunomarcadas. As 

intensidades de imunomarcação foram consideradas como: 0-ausente, 1-marcação leve, 2-

marcação moderada e 3-marcação intensa. Para cada um dos escores de intensidade, o 

percentual de células imunomarcadas foi estimada visualmente. O escore final (EF) de cada 

caso foi calculado por meio da soma das porcentagens de células imunomarcadas, 

multiplicada pela pontuação estabelecida para cada intensidade de marcação, através da 

seguinte fórmula:  EF = [(%fraca x 1) + (%moderada x 2) + (%forte x 3)]. 

A análise da imunomarcação do Ki-67 e Bcl-2 foi realizada de forma quantitativa, 

baseada na metodologia utilizada no estudo de Benevenuto et al11 e Rahmani et al31, 

respectivamente.  A proliferação celular e a atividade antiapoptótica foram avaliadas através 

do estabelecimento do índice de positividade (IP) do Ki-67 e do Bcl-2. As amostras teciduais 

foram examinadas, em um aumento de 100x para identificar áreas com maior número de 

células imunomarcadas. Usando aumento de 400x, cada uma destas áreas foi 

fotomicrografada (ICC  50HD, Leica Microsystems Vertrieb GmbH) e as imagens obtidas 

foram transferidas para um computador. Com o auxílio do programa ImageJ® (Imaging 
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Processing and Analysis in Java, National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, 

USA), 1000 células neoplásicas foram contadas e o IP foi expresso como a percentagem de 

células imunomarcadas em relação ao número total de células contadas. 

 

Análise estatística 

 

Os resultados obtidos foram submetidos a análise estatística, utilizando o programa 

SPSS (Statistical Package for the Social Sciences, versão 17.0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA).  

O teste do Qui quadrado e exato de Fisher foram utilizados para averiguar prováveis 

associações entre os grupos estudados (jovens e idosos) em relação ao tamanho do tumor, 

metástase linfonodal regional, metástases a distância, estágio clínico (I/II e III/IV) e SGHM 

(Baixo e Alto). As imunoexpressões da Ativina A, Ki-67 e Bcl-2 entre os grupos, foram 

avaliadas através dos testes de Mann-Whitney e de Correlação de Spearman. Para todos os 

testes, os valores de p<0,05 foram considerados significativos. 

 

 

Resultados 

 

Dos 60 casos de CCEL avaliados a média de idade para o grupo de pacientes jovens 

com CCEL (≤ 45 anos) foi de 38,13 ± 6,16, enquanto que para o grupo de pacientes idosos 

com CCEL (≥ 60 anos) foi de 70,87 ± 6,99. Para ambos os grupos, o sexo masculino foi o 

mais acometido (jovens, 73,3%, n=22; idosos, 56,7%, n=17). De acordo com a classificação 

TNM, nos jovens foram encontradas maiores frequências de tumores em T1 (33,3%, n=10), 

ao passo que nos idosos, os tamanhos dos tumores mais frequentes foram encontrados em T2 

(60%, n=18) (TABELA 2). 

Nos dois grupos, a maior parte da amostra não teve metástase linfonodal (jovens, 

56,7%, n=17; idosos, 73,3%, n=22) e nem metástase à distância (jovens, 96,7%, n=29; idosos, 

90,0%, n=27). Com relação ao estágio clínico do tumor, no grupo de pacientes jovens, os 

tumores apresentaram-se mais frequentes nos estágios IV (40,0%, n=12), enquanto que para o 

grupo de pacientes idosos, a maior frequência observada foi no estágio II (43,3%, n=13). De 

acordo com o sistema de gradação histopatológica de malignidade (SGHM), segundo a 

classificação de Bryne et al33, para ambos os grupos, as maiores frequências observadas foram 

dos tumores classificados como de alto grau de malignidade (jovens, 66,7%, n=20; idosos, 
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76,7%, n=23) (Tabela 2). 

 Com relação a associação dos parâmetros clínicos e morfológicos em CCEL entre 

jovens e idosos, observou-se associação estatisticamente significativa para o tamanho do 

tumor (P=0,024), em que o grupo dos pacientes idosos foi associado ao tamanho de tumores 

menores (T1-T2).  (Tabela 3). Com relação ao SGHM, não houve associação estatisticamente 

significativa entre os grupos (P=0,390), sendo a maior parte dos tumores classificados como 

de alto grau de malignidade (TABELA 3). 

Em relação a imunoexpressão dos anticorpos estudados verificou-se que 88,3% (n=53) 

apresentaram positividade para ativina A, todos os casos (100%, n=60) foram positivos para 

Ki-67 e 96,7% (n=58) dos casos foram positivos para o Bcl-2. Para a Ativina A, observou-se 

uma imunomarcação citoplasmática nas células epiteliais dos ninhos tumorais, bem como nas 

células inflamatórias e nos fibroblastos (Figuras 1A e 1B). Para o Ki-67, a imunomarcação 

nuclear ocorreu nos ninhos tumorais, tanto nas áreas centrais como na periferia (Figuras 1C e 

1D). No Bcl-2 a imunomarcação citoplasmática esteve predominantemente localizada nas 

células da periferia dos ninhos tumorais (Figuras 1E e 1F).  

A comparação da imunoexpressão da Ativina A e do Ki-67 entre os grupos não 

apresentou diferenças estatisticamente significativas (P>0,05), embora exibiram maiores 

imunomarcações nos CCEL em jovens que nos idosos (55,0 e 46,9, respectivamente) (Figuras 

1A, 1B, 1C e 1D). Entretanto, a comparação da imunoexpressão do Bcl-2 entre os grupos, 

revelou diferenças estatisticamente significativas (P=0,049), em que os pacientes idosos 

apresentaram uma maior imunoexpressão, com IP de 13,3 (7,47-25,35), enquanto que os 

pacientes jovens exibiram IP de 8,85 (3,97-16,62) (TABELA 4) (FIGURAS 1E e 1F). 

No que diz respeito a comparação da imunoexpressão da Ativina A em relação aos 

parâmetros clínicos, houve uma maior imunoexpressão de Ativina A nos estágios clínicos 

III/IV nos dois grupos estudados (TABELA 5). Entretanto, diferenças estatisticamente 

significativas foram observadas para o grupo dos pacientes idosos (P=0,040) (Tabela 5). Em 

relação ao SGHM, a comparação entre a imunoexpressão da Ativina A para os dois grupos, foi 

maior nos tumores classificados como de baixo grau de malignidade, sem diferenças 

estatisticamente significativas (P>0,05) (TABELA 5). 
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Figura 1. A) Fotomicrografia exibindo moderada imunoexpressão citoplasmática da ativina A em 

CCEL de paciente jovem, em esparsas células neoplásicas (400x). B) Fotomicrografia 

evidenciando intensa imunoexpressão citoplasmática da ativina A em CCEL de idoso, nos ninhos 

tumorais (400x). C) Fotomicrografia mostrando alto índice de positividade do Ki-67 em CCEL 

de paciente jovem em toda a área de front tumoral (100x). D) Fotomicrografia evidenciando 

menor índice de positividade do Ki-67 em CCEL de paciente idoso (100x). E) Fotomicrografia 

exibindo imunoexpressão do Bcl-2 em CCEL de paciente jovem, mais precisamente em células 

neoplásicas da periferia dos ninhos tumorais (400x). F) Fotomicrografia evidenciando alto índice 

de positividade do Bcl-2 em CCEL de paciente idoso (400x).   
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No que diz respeito a comparação da imunoexpressão do Ki-67 com os parâmetros 

clínicos, pode se observar que não houve diferenças estatisticamente significativas (p>0,05), 

apresentando maior índice de positividade nos estágios clínicos mais avançados (III/IV), nos 

dois grupos estudados (TABELA 6). 

Com relação a avaliação do SGHM, observou-se diferenças estatisticamente 

significativas da imunomarcação do Ki-67 nos grupos estudados (P<0,05), onde, no grupo 

dos jovens, houve uma maior imunoexpressão de Ki-67 em tumores classificados como de 

alto grau de malignidade, ao passo que nos idosos houve uma maior imunoexpressão do Ki-

67 nos tumores classificados como de baixo grau malignidade (Tabela 6). 

A comparação da imunoexpressão do Bcl-2 com o estágio clínico não exibiu 

diferenças estatisticamente significativas (P>0,05). Nos dois grupos estudados houve maior 

imunoexpressão do Bcl-2 nos estágios clínicos avançados III/IV [jovens, 8,85 (4,70-16,62); 

idosos, 13,30 (6,90-58,07)]. A correlação da imunoexpressão do Bcl-2 com o SGHM também 

não mostrou diferenças estatisticamente significativas (P>0,05), embora nos casos de CCEL 

em jovens houve maior imunoexpressão do Bcl-2 nos tumores classificados como de alto grau 

de malignidade e no grupo dos idosos nos tumores classificados como de baixo grau de 

malignidade (TABELA 7).  

Através do teste de correlação de Spearman, verificou-se que no grupo dos pacientes 

jovens não houve correlação entre os marcadores analisados, ao passo que no grupo dos 

pacientes idosos, a imunoexpressão da Ativina A, apresentou uma correlação positiva 

(r=0,370) com a imunoexpressão de Bcl-2 (P=0,044) (TABELA 8). 

 

Discussão 

 

O CCEO é uma neoplasia maligna que afeta principalmente homens, tabagistas e 

alcoolistas, entre a quinta e a sexta década de vida. Porém, tem-se observado um aumento da 

prevalência desta neoplasia, em indivíduos com idade abaixo de 45 anos, conforme os estudos 

de Santos et al7, Ribeiro et al8 e Sun, Fang e Guo9. Santos et al7 observaram que dos 2311 

casos de CCEO, 3,3% (n=76) corresponderam a pacientes abaixo de 45 anos, sendo 81,2% 

(n=62) acometendo os homens. No presente estudo, observamos que independente da faixa 

etária os homens foram os mais acometidos, semelhantemente aos estudos de Iamaroon et 

al35, Sasaki et al12 e Sun, Fang e Guo9. Embora alguns estudos como o de Morris et al36 e 

Fonseca et al13, relataram que o CCEO em pacientes jovens acomete mais as mulheres. 
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Benevenuto et al11 comentam que essa maior proporção de CCEO em indivíduos jovens pode 

estar relacionada a outros fatores de risco, além do consumo de tabaco e álcool, 

principalmente, quando se desenvolvem em mulheres.  

Acredita-se que o CCEL em pacientes jovens pode apresentar padrões distintos, onde 

uma parte exibe curso clínico bastante agressivo com alto índice de mortalidade em curto 

intervalo de tempo e outra parte exibe curso clínico indolente com sobrevida livre de doença 

por longo período de vida37. Quanto aos parâmetros clínicos, foi observada diferença 

estatisticamente significativa apenas para o tamanho do tumor, em que o CCEL no grupo dos 

idosos foi associada a tamanhos de tumores menores (T1-T2).   Diferentemente deste estudo, 

Shakeel et al38 observaram que nos 29 casos de CCEL em indivíduos jovens (<35 anos de 

idade), 75,8% (n=22) foram diagnosticados em tamanhos de tumores menores (T1-T2), assim 

como Sazaki et al12, que observaram que pacientes mais velhos (> 40 anos de idade) 

apresentaram um maior número de tumores com tamanhos classificados como T4. Sugere-se 

que os dados conflitantes podem ser explicados devido à falta de padronização entre as faixas 

etárias estudadas.  

Neste estudo, não foram encontradas diferenças estatisticamente significativas entre os 

grupos estudados em relação a metástase em linfonodos regionais, metástase à distância e 

estadiamento clínico. Os resultados encontrados mostram que a maior parte dos casos de 

CCEL tanto em jovens quanto em idosos, não exibiram metástase linfonodal nem metástase à 

distância. Esses achados corroboram os resultados encontrados por Kaminagakura et al39, que 

analisaram 125 casos de CCEO em pacientes jovens (<41 anos) e 250 casos de CCEO em 

pacientes mais velhos (≥50 anos). Em relação ao estágio clínico, os resultados apresentados 

neste estudo são semelhantes aos encontrados por Shakeel et al38 e Benevenuto et al11, onde a 

maior parte dos casos de CCEL em jovens foram diagnosticados em estágios clínicos 

avançados (III/IV). Diferentemente dos resultados aqui encontrados, Mesquita et al40 

observaram maior frequência de casos de CCEL em jovens em estágios clínicos iniciais (I/II). 

Estes resultados destacam a ausência de consenso na literatura em relação ao curso clínico e 

prognóstico do CCEL em jovens. 

A avaliação morfológica do CCEO é diferente em várias áreas do tumor, nesse 

contexto acredita-se que as células presentes no front tumoral, têm características moleculares 

diferentes quando comparadas com as áreas superficiais e, para Bryne et al33, o front tumoral 

representa a região mais importante do tumor para a determinação do prognóstico dos 

pacientes. Os resultados encontrados nesta pesquisa, demonstraram não haver diferenças 
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estatisticamente significativas, entre o CCEL em pacientes jovens e idosos, quando associado 

ao SGHM proposto por Bryne et al33, porém houve uma maior frequência em ambos os 

grupos, de tumores classificados como de alto grau de malignidade, semelhantemente, aos 

resultados encontrado por Benevenuto et al11 e Mesquita et al40. Estes resultados podem estar 

associados a um pior prognóstico do CCEL, sem, no entanto, inferir associação com 

comportamento biológico mais agressivo nos diferentes grupos etários. 

No que diz respeito a proliferação celular neoplásica do CCEO, alguns estudos16-20 

têm demonstrado a participação da Ativina A nesse processo. A ativina A representa um 

membro da superfamília de proteínas do TGF-β e a sua superexpressão pode desempenhar 

duas funções, ora como oncogene ora como supressor tumoral, dependendo do tipo de 

neoplasia15,21. No entanto, até o presente momento (Acesso ao pubmed na data de 03 

novembro de 2016), nenhum estudo foi encontrado na literatura avaliando a imunoexpressão 

da ativina A em CCEL em pacientes jovens. Os resultados aqui encontrados, demonstraram 

não haver diferenças estatisticamente significativas na imunoexpressão da ativina A entre os 

grupos etários estudados, embora nos CCEL dos pacientes idosos, houve uma maior 

imunoexpressão dessa proteína, comparado aos casos de CCEL em pacientes jovens. Chang et 

al17 e Kelner et al19 também encontraram alta imunoexpressão da ativina A em CCEO, embora 

sem levar em consideração a faixa etária dos pacientes. 

A comparação da imunoexpressão da ativina A com os estágios clínicos e SGHM, 

mostrou-se estatisticamente significativa com estágios clínicos avançados (III/IV) no grupo 

dos pacientes idosos. Sugerindo, assim, um possível papel distinto da ativina A na patogenia 

do CCEL entre jovens e idosos. A literatura aponta que a superexpressão da ativina A em 

CCEO está associada a metástases linfonodais, pior prognóstico e menor sobrevida dos 

pacientes17,19,20. Embora sem diferença estatisticamente significativa, a maior imunoexpressão 

da ativina A esteve relacionada aos tumores classificados como baixo grau de malignidade, 

nos dois grupos etários, diferindo dos resultados encontrados por Bufalino et al20, os quais 

observaram maior imunoexpressão da ativina A em CCEO pobremente diferenciados. Em 

adição, Sobral et al18 revelou que a superexpressão da ativina A regula a ação dos 

miofibroblastos na invasão tumoral do CCEO. Os miofibroblastos são células de fenótipo 

híbrido, com características de fibroblastos e células musculares lisas, e a presença abundante 

de miofibroblastos em CCEO pode estar relacionada a um pior prognóstico dos pacientes41. 

Um descontrole da proliferação celular é fundamental para o desenvolvimento das 

neoplasias malignas e marcadores de proliferação que possam ajudar a compreensão do 
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comportamento biológico do CCEO em paciente jovens tem sido investigados. Benevenuto et 

al11, assim como Deyhimi, Torabinia e Torabinia42 não observaram diferença na 

imunoexpressão de Ki-67 em casos de CCEO em jovens e idosos, semelhantes aos resultados 

encontrados no presente estudo. 

Com relação aos parâmetros clínicos, para ambos os grupos, os estágios clínicos mais 

avançados (III/IV) apresentaram uma maior imunoexpressão de Ki-67, sem no entanto, 

apresentar diferenças estatisticamente significativas. Porém, diferenças significativas foram 

observadas com relação ao SGHM, em que nos pacientes jovens, os tumores classificados 

como de alto grau de malignidade, exibiram maiores taxas proliferativas. Ao passo que o 

CCEL em pacientes idosos, apresentou uma maior imunoexpressão do Ki-67 em tumores de 

baixo grau. Diante disso, sugere-se que a proliferação celular em CCEL em pacientes jovens 

guarda relação com tumores indiferenciados, ao passo que nos idosos a imunoexpressão de 

Ki-67, é maior em tumores bem diferenciados. 

Por outro lado, uma falha na apoptose é responsável para a manutenção da 

sobrevivência de células neoplásicas. A superexpressão do Bcl-2 está relacionada a um pior 

prognóstico em diversas neoplasias malignas43,44. Neste estudo observamos que a comparação 

da imunoexpressão do Bcl-2 entre os grupos, revelou diferenças estatisticamente 

significativas (P=0,049), em que os casos de CCEL em idosos apresentaram uma maior 

imunoexpressão que nos pacientes jovens. Sugerindo, assim, que nos idosos há uma maior 

sobrevivência das células neoplásicas. Resultados semelhantes foram observados por Atula et 

al14, que dos 34 casos de CCEO em pacientes jovens (<40 anos), aproximadamente 70% 

apresentaram imunoexpressão fraca para Bcl-2.  

Rahmani et al31 avaliaram 60 casos de CCEO, destes, 31 casos apresentaram 

positividade para Bcl-2, sendo 47% (n=8) pacientes com idade inferior ou igual 50 anos, e 

69,9% (n=23) dos casos, pacientes com idade superior a 50 anos. Entretanto, não observaram 

diferenças estatisticamente significativas (p>0,05), com relação a imunopositividade do Bcl-2 

entre os grupos. Observaram ainda, uma imunoexpressão significativamente maior de Bcl-2, 

em tumores em estágios mais avançados e com alto grau de malignidade. Neste estudo, apesar 

de a comparação da imunoexpressão do Bcl-2 em CCEL, com relação aos estágios clínicos e 

morfológicos não apresentarem diferenças significativas, observamos que tanto nos pacientes 

jovens como nos idosos houve uma maior imunoexpressão do Bcl-2 nos estágios avançados 

(III/IV). E com relação ao SGHM no grupo dos jovens os tumores classificados como de alto 

grau de malignidade apresentaram uma maior imunoexpressão de Bcl-2, enquanto que no 
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grupo dos idosos houve uma imunomarcação semelhante entre os tumores classificados como 

de baixo e alto grau de malignidade.  

Garewal, Garewal e Sircar45 ao analisarem a expressão de Bcl-2 e Ki-67 em 30 casos 

de CCEO encontraram, no padrão bem a moderadamente diferenciados, um aumento 

significativo para Ki-67 e uma diminuição para Bcl-2 (p<0,05). Diante disso, observaram que 

houve uma correlação negativa estatisticamente significativa entre Bcl-2 e Ki-67 em CCEO 

tanto em carcinomas bem diferenciados como nos moderadamente e pobremente 

diferenciados. Sugerindo que a apoptose possivelmente desempenha um papel importante nos 

primeiros estágios da carcinogênese. Neste estudo, a imunoexpressão do Bcl-2 apresentou 

correlação positiva com a imunoexpressão da ativina A, nos casos de CCEL em pacientes 

idosos.  

A literatura aponta que a ativina A, como membro da família do TGF-β, dependendo 

do contexto, pode atuar e cooperar com outras citocinas na regulação da apoptose46, de 

maneira que como apresentado no estudo de Oshima et al47, a Ativina A, pode atuar regulando 

a superexpressão de Bcl-2 e reduzindo a ativação das caspases e, consequentemente, a 

apoptose. Por outro lado, Wang et al48 observaram que a Ativina A, induziu a apoptose em 

linhagens de células A549 (células epiteliais basais de adenocarcinoma humano) e foi 

acompanhada pelo aumento da regulação de Bax, Bad e Bcl-Xs e sub-regulação de Bcl-2. 

Além disso, o tratamento com Ativina A aumentou a expressão dos seus receptores tipo II, 

ativação de ERK e caspase 3 em células A549. Os autores sugeriram que a indução da 

apoptose pela Ativina A, envolve múltiplas vias celulares/moleculares e que esta participa na 

regulação de proteínas pró e antiapoptóticas da família Bcl-2 e caspase 3, induzindo o 

processo apoptótico em células A549. 

Baseado nos resultados encontrados, sugere-se que a diferença no comportamento 

biológico entre o CCEL em pacientes jovens e idosos está relacionada a patogenias distintas. 

Nos pacientes jovens, sugere-se que a patogenia do CCEL esteja associada a um maior índice 

de proliferação celular, enquanto que nos pacientes idosos, a patogenia do CCEL esteja 

associada a evasão da apoptose, sendo regulada pela ativina A. 
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Tabela 1. Especificidade, clone, fabricante, diluição, recuperação antigênica e tempo de incubação dos anticorpos 

primários utilizados no estudo. 

Especificidade Clone Fabricante Diluição 
Recuperação 

Antigênica 
Incubação 

Ativina A AF-338 R&D Systems, EUA 1:30 
Steamer, EDTA, 

pH 9,0, 90ºC, 60 

min 

Overnight 

Ki-67 MIB-1 
Dako, Carpinteria, 

CA, USA 
1:200 

Steamer, Citrato, 

pH 6.0, 90ºC, 60 

min 

Overnight 

Bcl-2 124 
Dako, Carpinteria, 

CA, USA 
1:150 

Steamer, EDTA, 

pH 9.0, 90ºC, 60 

min 

60 min 

 

 
Tabela 2. Caracterização dos casos de CCEL em pacientes jovens e idosos, de acordo com os parâmetros 

clínicos: sexo, tamanho do tumor, metástase linfonodal, metástase à distância, estágio clínico e o SGHM 

proposto por Bryne et al33. 

 Grupos 

Parâmetros Jovens (≤45 anos) Idosos (≥60 anos) 

Sexo 
  

Masculino 22 (73,3%) 17 (56,7%) 

Feminino    8 (26,7%) 13 (43,3%) 

Tamanho do tumor   

T1 10 (33,3%)    7 (23,3%) 

T2 7 (23,3%) 18 (60,1%) 

T3 5 (16,7%)    4 (13,3%) 

T4 8 (26,7%)  1 (3,3%) 

Metástase linfonodal   

N0 17 (56,7%)  22 (73,3%) 

N1 5 (16,7%)  5 (16,7%) 

N2 5 (16,7%)  3 (10,0%) 

N3 3 (10,0%) 0  (0,0%) 

Metástase à distância   

M0 29 (96,7%) 27 (90,0%) 

M1 1 (3,3%)   3 (10,0%) 

Estágio clínico   

I 9 (30,0%)  7 (23,3%) 

II 5 (16,7%) 13 (43,3%) 

III 4 (13,3%)  6 (20,0%) 

IV 12 (40,0%)  4 (13,3%) 

SGHM   

Baixo 10 (33,3%) 7 (23,3%) 

Alto 20 (66,7%) 23 (76,7%) 

Total 30 (100%) 30 (100%) 
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Tabela 3. Associação dos casos de CCEL em pacientes jovens e idosos, de acordo com os parâmetros 

clínicos: sexo, tamanho do tumor, metástase linfonodal, metástase à distância, estágio clínico e o SGHM 

proposto por Bryne et al33. 

 Grupos  

Parâmetros Jovens (≤45 anos) Idosos (≥60 anos) P 

Sexo    

Masculino 22 (73,3%) 17 (56,7%) 0,176a 

Feminino    8 (26,7%) 13 (43,3%)  

Tamanho do tumor    

T1-T2 17 (56,7%) 25 (83,3%) 0,024a 

T3-T4 13 (43,3%)  5 (16,7%)  

Mestástase linfonodal    

N0 17 (56,7%) 22 (73,3%) 0,176a 

N1-N3 13 (43,3%)  8 (26,7%)  

Metástase à distância    

M0 29 (96,7%) 27 (90,0%) 0,612b 

M1 1 (3,3%)   3 (10,0%)  

Estágio clínico    

I/II 14 (46,7%) 20 (66,7%) 0,118a 

III/IV 16 (53,3%) 10 (33,3%)  

SGHM    

Baixo Grau 10 (33,3%)  7 (23,3%) 0,390a 

Alto Grau 20 (66,7%) 23 (76,7%)  

Total 30 (100%) 30 (100%)  

a – Teste Qui quadrado 

b – Teste exato de Fisher 

 

 

 

Tabela 4: Comparação da imunoexpressão de Ativina A, Ki-67 e Bcl-2 em casos de CCEL em pacientes jovens 

(≤45 anos) e idosos (≥60 anos). 

Variável Grupos N Mediana Q25-Q75 
Média dos 

Ranks 

Soma dos 

Ranks 
U P 

Ativina A Jovens 30 55,0 7,50-112,5 28,72 861,5 396,5 0,428 

Idosos 30 65,0 40,00-90,00 32,28 968,5   

Ki-67 Jovens 30 46,9 29,90-56,35 34,38 1031,5 308,5 0,085 

Idosos 30 34,8 28,00-48,50 26,62 798,5 

Bcl-2 Jovens 30 8,85 3,97-16,62 26,07 782,0 317,0 0,049 

Idosos 30 13,3 7,47-25,55 34,93 1048,0 

Teste de Mann-Whitney 
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Tabela 5: Comparação da imunoexpressão de Ativina A em casos de CCEL em pacientes jovens (≤45 anos) e idosos 

(≥60 anos) de acordo com o estádio clínico e o SGHM. 

Variável/Parâmetro Grupos n Mediana Q25-Q75 
Média dos 

Ranks 

Soma dos 

Ranks 
U P 

Jovens         

Estágio Clínico Estágio I/II 12 45,0 0,00-97,50 14,14 170,0 92,00 0,495 

Estágio III/IV 18 60,0 10,00-120,0 16,39 295,0 

SGHM Baixo 10 75,0 17,50-165,0 18,45 184,5 70,50 0,191 

Alto 20 45,0 0,00-97,50 14,03 280,5 

Idosos         

Estágio Clínico Estágio I/II 20 50,0 32,50-70,00 13,18 263,5 53,50 0,040 

 Estágio III/IV 10 85,0 60,00-97,50 20,15 201,5 

SGHM Baixo 7 80,0 50,00-160,0 19,29 135,0 54,00 0,192 

 Alto 23 60,0 40,00-80,00 14,35 333,0 

Teste de Mann-Whitney 

 

 

 

 
Tabela 6: Comparação da imunoexpressão de Ki-67 em casos de CCEL em pacientes jovens (≤45 anos) e idosos 

(≥60 anos) de acordo com o estádio clínico e o SGHM. 

Variável/Parâmet

ro 
Grupos n Mediana Q25-Q75 

Média dos 

Ranks 

Soma dos 

Ranks 
U P 

Jovens         

Estágio Clínico Estágio I/II 12 38,0 26,67-51,32 12,83 154,0 76,00 0,176 

Estágio III/IV 18 51,0 34,65-63,80 17,28 311,0 

SGHM Baixo 10 39,1 20,40-49,60 10,80 108,0 53,00 0,039 

Alto 20 52,8 34,55-61,92 17,85 357,0 

Idosos         

Estágio Clínico Estágio I/II 20 34,8 23,52-47,17 14,80 296,0 86,00 0,538 

 Estágio III/IV 10 35,4 28,00-58,10 16,90 169,0 

SGHM Baixo 7 51,6 32,00-58,80 21,29 149,0 40,00 0,047 

 Alto 23 34,4 24,20-41,50 13,74 316,0 

Teste de Mann-Whitney 
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Tabela 7: Comparação da imunoexpressão de Bcl-2 em casos de CCEL em pacientes jovens (≤45 anos) e idosos 

(≥60 anos) de acordo com o estádio clínico e o SGHM. 

Variável/Parâmetr

o 
Grupos n Mediana Q25-Q75 

Média dos 

Ranks 

Soma dos 

Ranks 
U P 

Jovens         

Estágio Clínico Estágio I/II 12 7,55 0,95-29,02 14,38 172,5 94,50 0,568 

Estágio III/IV 18 8,85 4,70-16,62 16,25 292,5 

SGHM Baixo 10 4,35 1,05-21,52 12,90 129,0 74,00 0,253 

Alto 20 9,10 5,20-16,27 16,80 336,0 

Idosos         

Estágio Clínico Estágio I/II 20 13,10 8,30-22,72 15,40 308,0 98,00 0,930 

 Estágio III/IV 10 13,30 6,90-58,07 15,70 157,0 

SGHM Baixo 7 13,90 7,40-24,10 15,71 110,0 79,00 0,941 

 Alto 23 13,10 10,30-29,90 15,43 355,0 

Teste de Mann-Whitney 

 

 

 
Tabela 8. Análise de correlação de Spearman entre as imunoexpressões da Ativina A, Ki-67 e Bcl-2, de 

acordo com os grupos jovens e idosos. 

Variável/Imunoexpressão N R P 

Jovens    

   Ativina A x Ki-67 30 -0,014 0,941 

   Ativina A x Bcl-2 30 -0,162 0,392 

   Ki-67 x Bcl-2 30 0,319 0,086 

Idosos    

   Ativina A x Ki-67 30 0,185 0,327 

   Ativina A x Bcl-2 30 0,370 0,044 

   Ki-67 x Bcl-2 30 -0,047 0,805 
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5  CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

 

 De acordo com os parâmetros clínicos, pode se inferir que os CCEL em idosos foram 

diagnosticados em estágios mais iniciais do seu desenvolvimento, enquanto que os CCEL 

nos jovens foram diagnosticados mais tardiamente. Fato este que poderia estar 

relacionado a maior agressividade dos CCEL em pacientes jovens;  

 

 A associação da maior imunoexpressão da ativina A em estágios clínicos mais avançados 

em CCEL de pacientes idosos, pode sugerir que a ativina A apresenta participação na 

progressão tumoral; 

 

 Considerando-se a correlação entre os marcadores nos dois grupos etários, sugere-se que 

a ativina A pode estar regulando a ação do Bcl-2, exercendo, um papel antiapoptótico nos 

casos de CCEL nos pacientes idosos. Favorecendo, assim, a uma maior sobrevivência de 

células neoplásicas em pacientes idosos; 

 

 Através da comparação da imunoexpressão dos marcadores estudados, pode-se sugerir 

uma patogenia distinta do CCEL em pacientes jovens quando comparado aos idosos, com 

relação a Ativina A e Bcl-2. 
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ANEXO A – Parecer de aprovação do estudo pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Estadual da Paraíba. 
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APÊNDICES- Ficha clínica utilizada para coleta dos dados nos prontuários dos pacientes: 
 

FICHA CLÍNICA 

 

DADOS DO PACIENTE 

 

CONTROLE DE IDENTIFICAÇÃO 

 

Nº FICHA:________________ Nº PRONTUÁRIO:__________ Nº PEÇA:___________ 

 

 

CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS 

 

1. Sexo (  ) Masculino (  ) Feminino 

 

2. Idade____anos 

 

3. Raça: (  ) Branco (  ) Amarelo (  ) Pardo (  ) Indígena  (  ) Preto 

(IBGE, 2010) 

 

4. Ocupação/profissão: 

 

5.  (  ) Tabagismo (  ) Alcoolismo (  ) Tabagismo e alcoolismo (  ) Não relatado 

 

DADOS DA LESÃO 

 

1. Localização:  

 

2. TNM: 

 

3. Estadiamento da lesão:  

0 (  ) Estágio 0 

1 (  ) Estágio I 

2 (  ) Estágio II 

3 (  ) Estágio III 

4 (  ) Estágio IV   (  ) Estágio IVA (  ) Estágio IVB (  ) Estágio IVC 

 

4. Metástase: (  ) Sim (  ) Não 

 

5. Diagnóstico:  

 

6. Tipo de biópsia: (  ) Incisional  (  ) Excisional  (   ) Outros procedimentos cirúrgicos 

 

 


