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RESUMO 
 

OLIVEIRA, L. R. Impacto prognóstico da expressão imunohistoquímica do p53 e p63 e o 
papel do HPV no carcinoma epidermóide oral. 2008. 165f. Tese (Doutorado em Patologia 
Experimental) – Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, 
Ribeirão Preto, Brasil. 
 
O Brasil está entre os países com os maiores índices de carcinoma epidermóide oral (CEO). O 
gene p63 é um análogo do supressor tumoral p53 e a influência da expressão de ambos no 
prognóstico do CEO ainda necessita ser melhor investigada. O envolvimento do 
papilomavírus humano (HPV) no CEO é outro fator ainda não elucidado. Nosso estudo 
objetivou avaliar os pacientes com CEO no Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina 
de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo, assim como também investigar a relação 
entre a presença do HPV e a imunoexpressão das proteínas p53 e p63 com alguns parâmetros 
relevantes ao prognóstico deste tumor. Os seguintes dados foram obtidos dos prontuários 
médicos de 424 pacientes: idade, gênero, localização e tamanho da lesão primária, história 
pregressa, consumo de tabaco e álcool, exposição actínica, traumatismo por prótese, recidivas, 
metástases, diferenciação tumoral, tratamento, sobrevida e óbitos. Cento e vinte e seis 
pacientes foram selecionados para o estudo da sobrevida, 106 para o estudo 
imunohistoquímico, 45 para a investigação IHQ com amostras pareadas (AP) e 87 para a 
reação em cadeia da polimerase para detecção do HPV e análise multivariada. Os tumores 
tiveram predominância em pacientes masculinos na 6ª década de vida, havendo após esta 
faixa etária um aumento dos casos no gênero feminino e menor sobrevida. A língua foi a 
região mais acometida, e as lesões em lábio inferior demonstraram maior atraso na procura 
pelo tratamento e relatos de exposição actínica desprotegida. As recidivas ocorreram em 30% 
dos pacientes, 28,8% tiveram metástases e 13,2% foram a óbito. Os tumores bem 
diferenciados foram predominantes (47,7%), e a sobrevida livre da doença (SLD) e a 
sobrevida global (SG) em cinco anos foram 19% e 24,3%, respectivamente. A 
imunoexpressão de p63 (87,8%) nos tumores foi maior que a de p53 (52,8%), mas os tumores 
p53 positivos estiveram significativamente associados aos casos de metástases. Os tumores 
p53 negativos e com forte intensidade de imunoexpressão de p63 demonstraram melhor SG. 
No estudo com AP, os tumores com elevada imunoexpressão de p63 demonstraram melhor 
sobrevida e as neoplasias p53 negativas tiveram melhor SLD. A maioria dos casos 
demonstrou um padrão concordante de imunoexpressão nas AP (73,3% para p53 e 53,3% para 
p63, respectivamente). O HPV foi encontrado em 18 (10,4%) amostras de CEO, 
correspondendo a 17 (19,5%) pacientes. Foram encontradas amostras positivas em 10 (11,5%) 
tumores primários e em 8 (9,2%) AP. Foram identificados os subtipos de HPV 16 e 18 em 4 
(22,2%) e 3 (16,7%) das amostras positivas, respectivamente. Em 6 (33,3%) amostras foi 
encontrada a presença de ambos os subtipos e em 5 (27,8%) amostras não foi identificado. As 
amostras HPV positivas foram significativamente associadas aos pacientes não fumantes. 
Diferenças significativas relacionadas ao prognóstico do CEO na análise multivariada foram 
encontradas para idade, localização tumoral e p53. A imunoexpressão de p53 e a baixa 
intensidade da imunoexpressão de p63 demonstraram relação com pior prognóstico. Uma 
associação do HPV à carcinogênese oral foi observada nos pacientes não fumantes. 
 
 
 Palavras-chave: câncer oral, carcinoma epidermóide oral, prognóstico, sobrevida, p53, p63, HPV. 



 

 
ABSTRACT 

 
OLIVEIRA, L. R. Prognostic impact of p53 and p63 immunoexpression and the HPV role in 
oral squamous cell carcinoma. 2008. 165p. Thesis (PhD in Experimental Patology) – Ribeirao 
Preto Medical School, University of Sao Paulo, Ribeirao Preto, Brazil.  
 
Brazil is among the countries with the largest indexes of oral squamous cell carcinoma 
(OSCC). The role of p53 and p63 in the OSCC prognosis is still debatable. The involvement 
of the human papilomavirus (HPV) in CEO is still another factor no elucidated. Our study 
aimed to evaluate the patients with OSCC diagnosed in the Teaching Hospital of the Ribeirao 
Preto Medical School of the Sao Paulo University, as well as to investigate the relationship 
between the p53 and p63 proteins immunoexpression and the HPV presence with some 
relevant clinicopathological parameters to the tumor prognostic. The data obtained from the 
medical files of 424 patients were: age, gender, primary tumor (PT) site and size, evolution 
time, tobacco and alcohol consumption, actinic radiation exposition, prosthesis trauma 
reports, recurrences, metastases, tumoral differentiation, treatment, survival and deaths. One 
hundred twenty-six patients were selected for the survival study, 106 for the 
immunohistochemical investigation, 45 for the IHQ analysis with matched samples (MS), and 
87 for the polymerase chain reaction test of HPV and multivariate analysis. Tumors were 
prevalent in masculine patients around the 6th decade of life, with an increase in feminine 
gender and a smaller survival after this age. Tongue was the prevalent site, and the lower lip 
lesions had the larger delay to look for treatment and high reports of unprotected actinic 
exposition. There were recurrences in 30% of the patients, 28.8% had metastases and 13.2% 
died. Well differentiated tumors were more prevalent in this study (47.7%), and the five years 
disease free survival (DFS) and overall survival (OS) were 19% and 24.3%, respectively. The 
p63 immunoexpression (87.8%) in tumors was higher than p53 (52.8%), and the p53 positive 
tumors were significantly associated with metastases. The p53 negative tumors and those with 
strong p63 immunoexpression intensity demonstrated better OS. In the MS study, tumors with 
high p63 immunoexpression demonstrated better survival and those p53 negative had better 
DFS. Most of cases demonstrated a concordant immunoexpression pattern in MS (73.3% for 
p53 and 53.3% for p63, respectively). HPV was found in 18 (10.4%) OSCC samples, 
corresponding to 17 (19.5%) patients. There were positive samples in 10 (11.5%) PT and 8 
(9.2%) MS. The subtypes HPV 16 and 18 were identified in 4 (22.2%) and 3 (16.7%) of the 
positive samples, respectively. Presence of both subtypes was found in 6 (33.3%) samples and 
in 5 (27.8%) samples they were not identified. The HPV positive samples were significantly 
associated with non-smoker patients. Significant differences related to the OSCC prognostic 
were found in multivariate analysis for age, tumoral site and p53. The p53 immunoexpression 
and low intensity of p63 immunoexpression demonstrated relation with worse prognostic, and 
a HPV association to oral carcinogenesis was verified in the non-smoker patients. 
 
 
Keywords: oral cancer, oral squamous cell carcinoma, prognostic, survival, p53, p63, HPV. 
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 1. INTRODUÇÃO 

 

O câncer é uma das principais causas de óbito em todo o mundo, sendo superado 

apenas pelas doenças cardiovasculares nos países desenvolvidos. Para as próximas décadas, já 

é esperado o dobro do número de pessoas diagnosticadas com câncer, aumentando a demanda 

por novos métodos diagnósticos e terapêuticos (DE MEJIA et al. 2003). 

O carcinoma epidermóide oral (CEO) é a neoplasia oral maligna mais freqüente, 

correspondendo a cerca de 95% dos tumores orais (FORASTIERE et al., 2001). Caracteriza-

se como uma doença de características heterogêneas, com padrões distintos de apresentação e 

comportamento. Por estes motivos, ainda não foi esclarecido porque alguns pacientes com o 

mesmo estadiamento tumoral e localização anatômica primária evoluem melhor do que 

outros.  

Por sua elevada letalidade e pelas possibilidades de identificação precoce por parte da 

rede básica de atendimento odontológico, os pacientes acometidos pelo CEO representam um 

sério problema de saúde pública mundial, com maior tendência de crescimento nos países em 

desenvolvimento (SANKARANARAYANAN et al., 1998). Além disso, tem predomínio no 

gênero masculino, assim como também nos pacientes por volta da sexta década de vida. No 

entanto, tem sido observado um aumento na incidência em adultos jovens, assim como em 

pacientes do gênero feminino. As regiões anatômicas mais afetadas são a língua, o assoalho 

oral e o lábio inferior (GERVASIO et al., 2001). 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

  

 2.1 Câncer oral 

 As neoplasias malignas da mucosa oral representam cerca de 10% dos tumores 

malignos que ocorrem no corpo humano, sendo o câncer oral o 6º tipo de câncer mais 

prevalecente no mundo (CARVALHO, 2003; PARKIN et al., 2005). Pelo menos 95% das 

neoplasias orais consistem em carcinomas epidermóides, e os tumores adicionais 

compreendem os glandulares, os melanomas, os sarcomas e os odontogênicos. Excluindo-se o 

câncer de pele, o CEO pode ser considerado o mais comum da região de cabeça e pescoço 

(38% dos casos), predomina no gênero masculino e tem 75% dos casos diagnosticados na 

faixa etária dos 60 anos (COSTA ADE et al., 2002; PARKIN et al., 2005; WUNSCH-FILHO, 

2002). Segundo Gervásio et al. (2001), o CEO pode ser considerado uma neoplasia da terceira 

idade, sendo visto esporadicamente antes da terceira e quarta década de vida. 

O termo câncer oral integra na Classificação Internacional de Doenças (CID) da OMS 

o grupo compreendido nos seguintes códigos: C00 – Neoplasia maligna do lábio, C02 – 

Neoplasia maligna dos dois terços anteriores da língua, C03 – Neoplasia maligna da gengiva, 

C04 – Neoplasia maligna do assoalho da boca, C05 – Neoplasia maligna do palato duro, C06 

– Neoplasia maligna de outras partes e de partes não especificadas da boca e C06-2 – 

Neoplasia maligna da área retromolar (CID-10, 1997). Para o estudo do CEO, é de 

fundamental importância a distinção da região da orofaringe, que inclui palato mole, base da 

língua, região tonsilar e faringe posterior, onde as características clínicas, o prognóstico da 

lesão e a sensibilidade à radioterapia são distintos. No entanto, a maioria dos estudos 

envolvendo lesões orais não separa as regiões anatômicas orais específicas (HA; CALIFANO, 

2004; ORD, 1996). Em um artigo sobre prevenção do CEO, o próprio Instituto Nacional de 
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Câncer (INCA) incluiu as patologias malignas das glândulas salivares, tonsilas e orofaringe 

como áreas anatômicas associadas à denominação de “câncer de boca” (BRASIL, 2003). 

O CEO é caracterizado como um tumor epitelial agressivo, pois apesar dos avanços 

terapêuticos utilizando os mais recentes protocolos cirúrgicos, radioterápicos e/ou 

quimioterápicos, a sobrevida dos pacientes em longo prazo permaneceu menor que 50% nos 

últimos 50 anos. Entre as principais causas para este prognóstico ruim está o atraso no 

diagnóstico da doença, sendo que geralmente o tumor é detectado quando já alcançou um 

estágio avançado (FORASTIERE et al., 2001). 

 Alguns trabalhos demonstram prognóstico ruim e taxas de sobrevida reduzidas nas 

populações de baixos níveis sócio-econômicos e que geralmente consomem álcool e tabaco 

em excesso, pois estes pacientes tendem a demorar mais para procurar cuidados profissionais 

(MACFARLANE et al., 1996; WUNSCH-FILHO, 2002). Desta forma, em um estudo 

comparando pacientes com CEO entre instituições de um país desenvolvido e de um país em 

desenvolvimento, foi encontrada menor sobrevida para os pacientes desta última 

(CARVALHO et al., 2004).  

 Dependendo da extensão da lesão primária e da localização anatômica específica, o 

CEO demonstra grande predisposição para a disseminação de metástases em linfonodos 

cervicais. Na prática clínica, o planejamento terapêutico e o prognóstico dos pacientes com 

CEO estão orientados principalmente pelo estadiamento clínico da lesão, seguindo a 

classificação TNM (Tumor-Nódulo-Metástase), onde o T representa o tamanho do tumor 

primário (maior diâmetro da lesão), o N representa a disseminação linfática regional pelo 

tumor e o M significa presença de doença metastática à distância (SOBIN; WITTEKIND, 

2002). No entanto, o sistema TNM possui informações insuficientes sobre as características 

biológicas tumorais, sendo estas informações de fundamental importância para a obtenção de 
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novos fatores prognósticos que possam providenciar informações mais acuradas sobre a 

agressividade deste tipo de tumor (HIRATSUKA et al., 1997). 

 

2.1.1 Epidemiologia do carcinoma epidermóide oral 

 Estudos epidemiológicos demonstram que a prevalência do câncer oral varia 

significativamente entre os continentes, assim como também dentro de cada país, estando esta 

variação possivelmente relacionada com as diferenças locais de incidência dos fatores de risco 

(JOVANOVIC et al., 1993). 

De acordo com as estatísticas de câncer mundiais, em 2002, aproximadamente 

274.000 novos casos de câncer oral foram diagnosticados, cerca de 128.000 pacientes foram a 

óbito por este tipo de neoplasia maligna e quase dois terços dos casos foram diagnosticados 

no gênero masculino. A região geográfica com maior taxa bruta de incidência é a Melanésia 

(31,5 casos por 100.000 homens e 20,2 casos por 100.000 mulheres), seguida pelo Sul da Ásia 

(12,7 casos por 100.000 homens e 8,3 casos por 100.000 mulheres) e também pela alta 

incidência no gênero masculino no Oeste e Sul da Europa (11,3 e 9,2 casos por 100.000, 

respectivamente). Os padrões de incidência refletem a influência regional de fatores de risco 

específicos, como o alto consumo de tabaco e álcool em países do Oeste e Sul europeu, assim 

como o freqüente hábito de mascar folhas de betel na Melanésia e no Sul asiático (PARKIN et 

al., 2005). Como agravante, a folha de betel não é utilizada sozinha, sendo enrolada em 

conjunto com outros ingredientes, como noz de betel, cal extinta e tabaco (KAUGARS et al., 

1992). 

Devido ao crescente uso do tabaco, a tendência atual da incidência do câncer oral vem 

aumentando no gênero feminino (CARVALHO et al., 2001). Além disso, ainda não é 

compreendido o motivo pelo qual a incidência desta doença também é crescente em 
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indivíduos com idade abaixo dos 40 anos e desprovidos de exposição a qualquer fator de risco 

reconhecido (LINGEN et al., 2000; SCHANTZ; YU, 2002).  

 O Brasil está entre os países que possuem os maiores índices de câncer oral. Segundo 

dados do INCA, as taxas de prevalência, incidência e mortalidade para o câncer oral em 

algumas áreas no Brasil estão entre as mais altas do mundo, sendo a região de maior 

prevalência a Sudeste, seguida da região Sul. O câncer oral representa o 8º tipo de câncer mais 

freqüente, sendo a 6ª neoplasia maligna mais comum do gênero masculino e a 8ª do feminino. 

Para o ano de 2006, as estimativas do INCA indicaram cerca de 13.470 novos casos, com 

10.060 casos acometendo o gênero masculino e 3.410 o feminino, sendo 60% deles na região 

Sudeste (BRASIL, 2006). 

O estado de São Paulo é considerado uma região endêmica para o câncer oral, porque 

possui uma das maiores taxas brutas de incidência no país para cada 100.000 habitantes, 

sendo de 17,20 e 4,17 para o gênero masculino e feminino, respectivamente. Além disso, 

concentra 32% e trata cerca de 42% de todos os casos do país (BRASIL, 2006). A cidade de 

São Paulo, possui a maior taxa bruta de incidência para cada 100.000 habitantes do continente 

americano, com 19,45 e 5,05 para o gênero masculino e feminino, respectivamente (BRASIL, 

2006; WUNSCH-FILHO, 2002). Devido a estes altos números, através do Projeto de Lei 

703/05 (30/09/2005), ficou instituída a "Semana Estadual de Prevenção e Combate ao Câncer 

Oral", que ocorre anualmente de 24 a 31/05, no estado de São Paulo. 

  

2.1.2 Etiologia do carcinoma epidermóide oral 

Apesar de ainda não haver uma clara compreensão sobre a etiologia do câncer, vários 

fatores determinantes têm sido detectados e investigados. O conhecimento dos fatores de risco 

constitui a base para uma prevenção efetiva da doença. De acordo com Braakhuis et al. 

(2002), no caso do CEO, não há um agente ou fator causal isolado, claramente definido ou 
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aceito, sendo por este motivo mais provável que dois ou mais fatores sejam necessários para 

produzir a malignidade, causando um acúmulo de alterações genéticas que são a base para o 

desenvolvimento e progressão do CEO. 

Mesmo sendo o CEO uma doença multifatorial, o consumo de tabaco e álcool são os 

dois fatores de risco mais evidentes e importantes não só para o desenvolvimento da 

neoplasia, como também para a disseminação de metástases e para o prognóstico geral do 

paciente. Além disso, a exposição crônica desprotegida à radiação ultravioleta também é 

considerada um fator etiológico evidente nos casos de CEO em lábio inferior (BUNDGAARD 

et al., 1994; MANSOUR et al., 2003). 

Outros fatores contribuintes que têm sido implicados na etiologia do CEO são: 

genética e estado sistêmico do indivíduo, meio ambiente com seus efeitos sociais e 

comportamentais, irritação crônica (como as originadas de próteses mal ajustadas ou dentes 

quebrados), higiene oral deficiente, calor (fumo do cachimbo e charuto), exposição a 

radiações e atrofia da mucosa oral na síndrome de Plummer-Vinson (VELLY et al., 1998). 

Uma outra influência predisponente, mas em nível regional, é a dos mascadores de betel na 

Índia e em outras partes da Ásia (BALARAM et al., 2002).  

De acordo com Carvalho et al. (2004), estes fatores de risco associados com a herança 

genética podem gerar um efeito carcinogênico sobre as células normais da mucosa oral, pois 

existem evidências epidemiológicas cada vez maiores de que um histórico familiar de câncer 

de cabeça e pescoço é um fator de risco à doença, sendo postulado que a instabilidade 

genômica herdada pode aumentar a suscetibilidade ao desenvolvimento do CEO 

(JEFFERIES; FOULKES, 2001). 

Apesar do consumo do tabaco e do álcool estar implicado como o principal fator de 

risco para a etiologia do CEO, este tumor pode também desenvolver-se em indivíduos sem 

história de exposição a estes fatores (DAHLSTROM et al., 2003). Além disso, somente uma 
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pequena proporção de indivíduos expostos a estes fatores desenvolve a neoplasia, havendo 

cada vez mais uma população emergente desprovida desta exposição e com a incidência do 

tumor, sugerindo a influência de outros fatores que podem desempenhar um papel etiológico 

na carcinogênese oral (BALARAM et al., 1995; SCULLY, 2002). 

 Mesmo com a alta prevalência desta doença em nosso país, estudos populacionais 

relativos ao CEO e seus fatores de risco são surpreendentemente escassos no Brasil 

(GERVASIO et al., 2001; WUNSCH-FILHO, 2002). 

 

2.1.3 Características clínicas 

 De acordo com Kowalski e Souza (2001), os indivíduos com CEO geralmente 

percebem alguma alteração e procuram cuidados terapêuticos profissionais em média após 

quatro a oito meses do início da lesão, aumentando para até 24 meses nos grupos socio-

econômicos mais baixos. Uma dor mínima ocorre na fase inicial de crescimento, sendo um 

dos principais fatores implicados no atraso do diagnóstico. 

 Os sinais e sintomas do CEO geralmente estão associados às queixas relacionadas com 

feridas que não cicatrizam, nos lábios e/ou na boca. Ulcerações superficiais com menos de 

dois centímetros de diâmetro também podem ocorrer, podendo ser indolores e com ausência 

ou presença de sangramento. Outros sinais e sintomas relacionados são: manchas brancas e/ou 

avermelhadas na mucosa oral, dor ou desconforto à mastigação e deglutição, dificuldade na 

fala, emagrecimento acentuado e presença de linfadenomegalia cervical (BRASIL, 2003).    

O CEO pode incidir em qualquer parte da mucosa oral, porém, a língua, o assoalho 

oral e o lábio inferior são os locais mais acometidos pelas lesões nas pesquisas 

epidemiológicas. Outros locais de envolvimento menos freqüente são: palato duro, mucosa 

retromolar, mucosa jugal e gengiva (GERVASIO et al., 2001). 
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Segundo Antoniades et al. (1995), o CEO labial é tipicamente encontrado em pessoas 

com exposição crônica desprotegida à radiação ultravioleta, sendo que a maioria dos pacientes 

afetados trabalha ao ar livre (70%). As lesões podem também surgir no local onde cigarro, 

cachimbo ou charuto entram em contato com a mucosa labial e quase 90% delas surgem no 

lábio inferior. 

A história natural do CEO envolve a progressão seqüencial através de aspectos 

clinicopatológicos iniciais, começando por uma proliferação atípica, progredindo para uma 

displasia, carcinoma in situ e depois para um carcinoma invasivo, culminando em metástase. 

No entanto, este tipo de neoplasia geralmente pode demorar de meses a anos para progredir 

através destes estágios, sendo de fácil acesso ao diagnóstico por biópsia antes de atingir seus 

estágios avançados de incurabilidade (MASHBERG; SAMIT, 1989).      

 O diagnóstico das displasias da mucosa oral é extremamente importante na prática 

clínica diária, entretanto, sua aparência clínica pode ser bastante variável. Indivíduos com 

lesões displásicas na cavidade oral possuem de 10 a 20% de chances de progressão para um 

CEO. As lesões displásicas podem apresentar-se como lesões pré-cancerosas, na forma de 

leucoplasia ou eritroplasia (LUMERMAN et al., 1995; SPEIGHT; MORGAN, 1993).  

 A leucoplasia, geralmente um sinal ou uma placa branca associada com o uso do 

tabaco ou de origem idiopática, é a lesão pré-cancerosa mais comumente encontrada na 

cavidade oral (WARNAKULASURIYA, 2001). O diagnóstico da leucoplasia é feito quando 

uma lesão branca encontrada durante o exame clínico não pode ser claramente diagnosticada 

como qualquer outra doença da mucosa oral que possa apresentar uma aparência branca, e, de 

acordo com van Der Wall et al. (1997), deve ser confirmado pelo exame histológico para 

exclusão de quaisquer outras doenças mucosas ou malignidades, e também para estabelecer a 

presença ou ausência de displasia epitelial.  
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A Organização Mundial da Saúde (OMS) define as leucoplasias como tecidos 

morfologicamente alterados com maior susceptibilidade de ocorrência do câncer (WHO, 

1997). Segundo Silverman et al. (1984), a presença e o grau da displasia epitelial são 

reconhecidos como importantes na avaliação do potencial cancerígeno de uma lesão, contudo, 

estes diagnósticos podem diferir conforme a subjetividade e a experiência dos investigadores. 

Em geral, leucoplasias orais com características verrucosas, nodulares ou eritematosas são 

acompanhadas de maior risco de malignização (WARNAKULASURIYA, 2001). 

Assim como a leucoplasia, a eritroplasia é definida como uma placa vermelha que não 

pode ser diagnosticada de maneira clínica ou patológica como qualquer outra condição. Além 

disso, ambas as condições podem aparecer em associação. Entretanto, apesar de ser menos 

comum que a leucoplasia, existe um maior potencial da descoberta de displasia significativa, 

carcinoma in situ ou invasivo em biópsias de eritroplasias. A mucosa alterada aparece como 

uma mácula ou placa eritematosa bem demarcada e assintomática, com uma textura macia e 

aveludada. Apesar de uma significativa proporção dos carcinomas escamosos da mucosa de 

revestimento da cavidade oral originar-se de superfícies epiteliais displásicas, a malignidade 

também pode originar-se de um epitélio desprovido destas alterações, dificultando 

sobremaneira o diagnóstico precoce da doença (CASIGLIA; WOO, 2001). 

Segundo Casiglia e Woo (2001), as lesões do CEO podem ter apresentação clínica 

variada, podendo apresentar-se como: exofíticas (formadoras de massa), endofíticas (com 

ulcerações), leucoplásicas (placas brancas), eritroplásicas (placas vermelhas) e/ou 

eritroleucoplásicas (placas vermelhas e brancas). Nos primeiros estágios, o CEO pode 

apresentar-se como uma placa nacarada, elevada e firme ou como uma área de espessamento 

mucoso, irregular, grosseira e áspera. Uma área verrucosa de espessamento mucoso pode ser 

confundida com uma leucoplasia, mas também pode representar o tumor em estágio inicial. 

Muitas vezes, as alterações aparecem sobre uma base de eritroplasia ou leucoplasia. Com a 
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progressão, a lesão pode sofrer ulceração e necrose central, podendo ser delimitada por bordos 

elevados, hiperêmicos, firmes, duros e irregulares ou arredondados. Com o decorrer do tempo, 

as úlceras tornam-se maiores e mais profundas, com extensão para os tecidos circunjacentes e, 

possivelmente, fixação às estruturas anatômicas adjacentes (MASHBERG; SAMIT, 1989). A 

destruição do osso subjacente, quando presente, pode ser dolorosa ou completamente sem dor, 

aparecendo nas radiografias como uma radiotransparência com aspecto de “roída por traças”, 

com margens rotas e maldefinidas. Em estágios avançados, os sintomas podem incluir dor, 

dificuldades na fonação e deglutição, comprometimento das vias aéreas e disfunções de 

nervos craniofaciais (CASIGLIA; WOO, 2001; FORASTIERE et al., 2001). 

De maneira geral, estes tumores tendem a se infiltrar localmente antes de 

disseminarem metástases. Porém, quando não diagnosticado em seu estágio inicial, o CEO 

pode propagar-se regionalmente para os linfonodos submandibulares e jugulares superiores 

internos, conforme o modelo anatômico do fluxo linfático na região cervical, podendo 

disseminar posteriormente para sítios mais distantes (OKADA et al., 2003; WOOLGAR, 

1999). Os lugares mais favoráveis de metástases à distância são os pulmões, o fígado, os 

ossos e os linfonodos mediastinais. Contudo, muitas vezes as metástases regionais e distantes 

podem estar ocultas no momento da descoberta da lesão primária, afetando sobremaneira o 

prognóstico dos pacientes (ASAKAGE et al., 1998; OKADA et al., 2003). Por outro lado, na 

literatura existem outros estudos evidenciando a ocorrência de linfonodos cervicais 

patologicamente positivos em pacientes sem evidências clínicas da doença (HICKS et al., 

1998; LYDIATT et al., 1993). 

Outra característica clínica importante e que influi no prognóstico dos pacientes com a 

doença é a alta freqüência de formação de tumores primários múltiplos, que levou ao conceito 

de cancerização em campo, primeiramente utilizado por Slaughter et al. (1953). Em um 

trabalho clássico sobre o assunto, os autores examinaram cortes histológicos tumorais de 783 
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pacientes com carcinomas de cabeça e pescoço, numa tentativa de compreender as principais 

e mais evidentes alterações encontradas no epitélio adjacente aos tumores e, desta forma, 

explicar seu comportamento clínico. Foi descoberto então que todas as áreas além do limite 

tumoral possuíam alterações histológicas e que 88 (11%) pacientes possuíam mais do que 

uma área independente de malignidade. Os autores concluíram que a mucosa do trato 

digestivo superior poderia ter sido submetida a alterações após anos de exposição crônica a 

carcinógenos, se tornando suscetível ao desenvolvimento de diversos focos neoplásicos 

independentes, com potencial para formação de múltiplas lesões que às vezes coalescem. 

Devido a este fato, um indivíduo que viver cinco anos após o diagnóstico do tumor primário 

inicial tem até 35% de chances de desenvolver um novo tumor primário dentro daquele 

período de tempo (SLAUGHTER et al., 1953). 

 A interpretação de que pequenos e independentes focos tumorais coalescem em um 

único tumor é questionável. Entretanto, o conceito de que alterações pré-cancerosas se 

extendem além da área macroscopicamente visível do tumor é bastante válida e considerada 

nos dias atuais (BRAAKHUIS et al., 2002) 

 

2.1.4 Características histopatológicas 

No exame histológico, o CEO pode começar como uma lesão displásica, que pode ou 

não evoluir para uma displasia de toda espessura do epitélio (carcinoma in situ) previamente à 

invasão do estroma conjuntivo subjacente. No entanto, o padrão normal de evolução é o CEO 

começar histologicamente como uma lesão in situ, algumas vezes com áreas circundantes de 

atipia epitelial ou displasia. Com a progressão, o carcinoma in situ rompe-se através da 

membrana basal e invade o tecido conjuntivo subjacente, geralmente sendo cercado por um 

infiltrado inflamatório proeminente. Estas neoplasias podem variar desde carcinomas 

ceratinizantes bem diferenciados até lesões altamente indiferenciadas (ANNEROTH et al., 
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1986). É considerado bem diferenciado quando faz lembrar a estrutura na qual foi originado, 

no caso, um epitélio escamoso, apresentando tendência das células para a ceratinização. O 

tumor é dito moderadamente diferenciado quando essas células são visualizadas em menor 

intensidade e é denominado de pouco diferenciado quando os caracteres histológicos e 

citológicos vagamente lembram as estruturas oriundas do epitélio escamoso (BRASIL, 2001).   

Segundo Anneroth et al. (1986), o CEO surge no epitélio superficial e é 

histopatologicamente caracterizado por ilhas e cordões invasivos de células epiteliais 

malignas, que mostram diferenciação em direção a uma morfologia escamosa. As células 

tumorais geralmente apresentam núcleos grandes, com um aumento da razão núcleo-

citoplasma. São vistos graus variados de pleomorfismo celular e nuclear, com pérolas de 

ceratina produzidas por células individuais ou ilhas de epitélio escamoso. Podem ocorrer 

mudanças no estroma circundante, com a formação de novos vasos sanguíneos (angiogênese) 

e de um infiltrado de células inflamatórias crônicas. Ocasionalmente, um colágeno 

consideravelmente denso também pode ser encontrado. Além disso, o CEO pode variar de um 

neoplasma ceratinizado bem diferenciado até um tumor anaplásico, podendo apresentar 

características basalóides e algumas vezes até apresentar um padrão sarcomatóide. 

De acordo com D'cruz e Mulherkar (2005), o grau de diferenciação, a profundidade de 

infiltração, a presença de invasão perineural ou linfo-vascular, o envolvimento linfonodal e a 

extensão extra-capsular da doença são considerados importantes parâmetros histológicos para 

identificação do subgrupo de pacientes com pobre prognóstico. No entanto, como a resposta 

terapêutica pode variar amplamente entre os pacientes, outras características são requeridas 

para a identificação do grupo de tumores de alto risco, objetivando a otimização dos 

tratamentos padronizados contra o CEO.  
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2.1.5 Tratamento 

As alternativas terapêuticas são estratificadas em sua maioria conforme o estadiamento 

clínico tumoral. A terapia do CEO está baseada em tratamentos cirúrgicos ou radioterápicos 

quando o tumor encontra-se em seus estágios clínicos iniciais, enquanto as lesões avançadas 

respondem melhor ao tratamento combinado entre ambos. Entretanto, nem sempre a evolução 

clínica segue o padrão clinicopatológico esperado (BRADY, 1988; CARVALHO et al., 

2003). 

É importante observar que o tratamento do CEO, realizado através de cirurgia, 

radioterapia e/ou quimioterapia, pode ser comprometido em pacientes com precárias 

condições de higiene oral, pois são bastante estabelecidos e conhecidos na literatura os danos 

da osteorradionecrose, mucosite e xerostomia nos pacientes em tratamento pela doença 

(COSTA, 2005). 

A cirurgia para ressecção dos tumores primários deve incluir sempre toda a lesão 

tumoral, além das margens adjacentes de tecido livre. A radioterapia de lesões extensas deve 

incluir também as cadeias de drenagem linfática, mesmo quando clinicamente elas não 

estejam acometidas. Portanto, as opções de tratamento variam conforme o estádio clínico das 

lesões (BRASIL, 2002).    

Apesar dos avanços terapêuticos, a sobrevida dos pacientes tratados não tem 

aumentado significativamente nas últimas duas décadas, configurando-se como as principais 

razões para este fato os altos índices de recorrências e metástases observados nos pacientes 

com tumores não responsivos às alternativas terapêuticas utilizadas (CARVALHO et al., 

2003; WOOLGAR, 1999). 

 De acordo com Oliver et al. (1996), a quimioterapia no tratamento do CEO somente é 

utilizada em protocolos de preservação de órgão, adjuvância à radioterapia ou como um 

agente paliativo para os sintomas dos pacientes. Os agentes químicos citotóxicos comumente 
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utilizados são: metotrexato, cisplatina, carboplatina, fluororacil, paclitaxel e docetaxel 

(FORASTIERE et al., 2001). 

Uma das promissoras abordagens terapêuticas em teste associadas à biologia 

molecular é a injeção intralesional do adenovírus ONYX-015, que tem a capacidade de 

replicar seletivamente e causar lise nas células tumorais deficientes da atividade do gene 

supressor tumoral P53, não proliferando nas células normais (DAS; NAGPAL, 2002; HEISE 

et al., 1999). 

O tratamento desse tipo de câncer pode implicar em mutilação que muitas vezes 

inabilita o paciente, podendo resultar em graves conseqüências funcionais, psicológicas e 

sociais para o indivíduo (KOWALSKI; NISHIMOTO, 2000). Por este motivo, um efetivo 

sistema de suporte psicológico, juntamente com uma experiente equipe de profissionais 

especializados de diversas áreas, torna-se imprescindível para a reabilitação do paciente 

acometido pelo CEO (FORASTIERE et al., 2001). 

  

2.1.6 Prognóstico do carcinoma epidermóide oral  

Apesar dos avanços terapêuticos que conduziram a um melhor controle local da 

neoplasia, o índice de sobrevida dos pacientes com CEO pouco melhorou nas últimas décadas 

(VOKES et al., 1993). 

Os principais fatores prognósticos comumente reconhecidos no CEO incluem a 

localização anatômica da lesão primária e o estadiamento clínico TNM do paciente. No 

entanto, embora úteis, estes fatores nem sempre possibilitam uma discriminação definitiva 

entre pacientes de baixo e alto risco. Dentre os demais fatores que determinam o prognóstico 

deste tipo de neoplasia, estão também a escolha terapêutica e a diferenciação histológica 

tumoral (OKADA et al., 2003). 
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Por outro lado, outros autores relataram não haver correlação entre o estágio clínico e 

a classificação histológica da lesão primária no prognóstico desta neoplasia (ANNEROTH et 

al., 1986; WILLEN et al., 1975), o que levou outros trabalhos a também considerarem a 

espessura tumoral como um indicador prognóstico tumoral (MOHIT-TABATABAI et al., 

1986; SPIRO et al., 1986).       

Assim como em outros tipos de neoplasias malignas, o diagnóstico precoce constitui 

um dos fatores prognósticos de maior importância, sendo o avançado estágio da doença no 

momento diagnóstico um dos mais importantes fatores determinantes de um prognóstico 

ruim. Segundo a maioria dos autores, a mortalidade aumenta em relação ao estágio clínico em 

que o diagnóstico da neoplasia é feito. Portanto, a detecção precoce, ao lado do tratamento 

adequado, configuram-se como fatores essenciais na prevenção das mortes prematuras pela 

doença, além de reduzir o desfiguramento estético e as seqüelas funcionais dos pacientes 

(OLIVER et al., 1996). 

Para os pacientes submetidos aos tratamentos padronizados, a taxa de recidiva tumoral 

varia de 18 a 76%, podendo ser influenciada por fatores como localização anatômica, 

estadiamento clínico, características histológicas e tratamento (SHAH; LYDIATT, 1995). De 

acordo com Gillison et al. (2000), a maioria dos casos de recidiva tumoral no CEO ocorre no 

período dos 18 primeiros meses após o diagnóstico, sendo de mau prognóstico e raramente 

tratáveis as recidivas que ocorrem de maneira precoce após a ressecção cirúrgica. O 

prognóstico é melhor nas lesões labiais, cuja taxa de cinco anos isentos de recidiva é de cerca 

de 90%. Por outro lado, o prognóstico é mais sombrio para os tumores de assoalho oral e base 

da língua, associados a uma taxa de cinco anos livres de recidiva que varia de 20 a 30% 

(VOKES et al., 1993). Além disso, o desenvolvimento de múltiplos tumores primários nos 

pacientes com esta doença foi relatado ser de 3 a 7% ao ano, maior que qualquer outra 

malignidade. Em conseqüência disto, uma significativa redução na sobrevida dos pacientes 
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pode ocorrer, demonstrando uma influência direta do processo de cancerização em campo no 

prognóstico dos pacientes (ANDERSON et al., 2001). 

A maioria das metástases linfáticas do CEO é encontrada nos linfonodos cervicais, 

sendo considerado por vários autores como outro significativo fator prognóstico da doença 

(JONES et al., 1994; SHAH et al., 1990). A incidência de metástases em linfonodos cervicais 

varia de 35,3 a 60% nos pacientes acometidos pelo CEO. Além disso, esta incidência difere 

de acordo com o sítio da lesão primária, sendo relatada uma taxa de 37 a 55% na língua, 11-

50% na gengiva mandibular e 24-75% na mucosa do assoalho oral (NAKAYAMA et al., 

1999; WOOLGAR, 1999). Entretanto, alguns pacientes apresentam metástases linfonodais 

cervicais originárias de lesões mucosas primárias que podem estar clinicamente ocultas 

(FORASTIERE et al., 2001). As metástases à distância são observadas em 15 a 20% dos 

pacientes, acometendo na maioria das vezes os pulmões e o fígado (BRANDÃO et al., 2000).    

Considerando em conjunto todas as regiões anatômicas que podem ser acometidas, o 

índice de sobrevida em cinco anos do CEO em estágio inicial é de aproximadamente 80%, 

enquanto a sobrevida cai para 19% na doença em estágio avançado (VOKES et al., 1993; 

FORASTIERE et al., 2001). Em geral, a taxa de sobrevida em cinco anos chega a cerca de 45 

a 50% (CARVALHO et al., 2003). O prognóstico declina com o aumento de tamanho e 

estádio clínico do tumor, sendo o diagnóstico precoce e o tratamento adequado essenciais para 

prevenção de mortes prematuras, desfiguramentos estéticos e seqüelas funcionais causadas 

pela doença. 

O CEO localizado no lábio inferior é caracterizado por um crescimento lento e tende a 

disseminar sua metástase mais tardiamente, com menos de 2% dos pacientes presentes no 

diagnóstico com linfonodos envolvidos. Por este motivo, demonstra a mais favorável taxa de 

sobrevida em cinco anos (de 85 a 90%). No entanto, quando a lesão está localizada no 

assoalho oral ou na parte anterior da língua, as metástases ocorrem de maneira mais precoce, e 
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a sobrevida em cinco anos dos pacientes é reduzida para a faixa de 25 a 65% (ANTONIADES 

et al., 1995).      

Considerando a facilidade de acesso ao diagnóstico das lesões orais e a relativa 

demora na progressão da lesão displásica para o carcinoma in situ e depois para o carcinoma 

invasivo, cada morte provocada pelo CEO pode ser considerada uma falha clínica ou do 

sistema de educação sanitária, uma vez que a presença das lesões na maioria das vezes já era 

conhecida há muito tempo antes que fosse determinada sua verdadeira natureza 

(FORASTIERE et al., 2001). 

 

2.2. Marcadores imunohistoquímicos 

 Os avanços nas investigações das alterações moleculares que ocorrem nas células 

submetidas à transformação maligna ajudam a desvendar os mecanismos da ocorrência e 

progressão dos tumores. Neste sentido, a identificação da expressão de moléculas específicas 

associadas ao processo carcinogênico tem conduzido ao conhecimento de um crescente 

número de marcadores moleculares que demonstram relação com as características das 

neoplasias malignas, complementando os parâmetros clínicos e histológicos tradicionalmente 

utilizados para identificar o grupo dos pacientes de alto risco, que possuem um curso clínico 

mais agressivo da doença. A caracterização do CEO através de marcadores moleculares 

específicos pode esclarecer as variações individuais no curso clínico dos pacientes, ajudando 

em estimativas mais confiáveis sobre o prognóstico da doença e orientando as condutas 

terapêuticas (SCHLIEPHAKE, 2003). 

  

 

 

 2.2.1. O gene p53  
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O gene p53 foi inicialmente concebido como um possível oncogene devido a sua 

capacidade de transformar fibroblastos (LANE; CRAWFORD, 1979). As anormalidades ou a 

inativação do gene p53 têm sido apontadas como os defeitos genéticos mais comuns no 

câncer humano (MOLL et al., 2001) e em mais da metade dos tumores de cabeça e pescoço 

são encontradas alguma forma de mutação deste gene (BOYLE et al., 1993). É um conhecido 

gene supressor tumoral em mamíferos, localizado em 17p13.1, controla respostas cruciais ao 

estresse celular desenvolvidas pelos muitos tipos de danos ao DNA (ex: radiação UV, 

hipóxia) e estimulações oncogênicas, que conduzem à sua ativação (MOLL et al., 2001). 

Recebe esse nome porque codifica uma proteína nuclear de 53 kd (SIRVENT et al., 2001), 

primeiramente identificado por Lane e Crawford (1979), através da associação nuclear de sua 

proteína com o vírus tumoral SV40. 

A organização genômica do gene p53 apresenta-se altamente conservada entre as 

diferentes espécies, possui aproximadamente 20 kb e contém 11 exons e 393 códons. A região 

com propriedade de ativação da transcrição está localizada na extremidade N-terminal de seu 

produto gênico (SOUSSI; MAY, 1996).  

A complexidade deste gene aumentou recentemente, quando Bourdon et al. (2005) 

estabeleceram que o gene humano p53 pode codificar ao menos nove diferentes isoformas de 

proteínas (p53, p53β, p53γ, ∆133p53, ∆133p53β, ∆133p53γ, ∆40p53, ∆133p53β e ∆133p53γ), 

que podem ser originadas a partir de dois sítios distintos de transcrição, além de também 

serem influenciadas por promotores e splicings alternativos. Além disso, as isoformas da 

proteína p53 possuem diferentes localizações intra-celulares, sugerindo possíveis atividades 

biológicas específicas (BOURDON, 2007). Algumas investigações já confirmaram a detecção 

e a expressão anormal de algumas isoformas da proteína p53 na leucemia mielóide aguda 

(ANENSEN et al., 2006), em neuroblastomas (GOLDSCHNEIDER et al., 2006) e nos 



 39

tumores de cabeça e pescoço (p53β, p53γ, ∆133p53, ∆133p53β e ∆133p53γ) (BOLDRUP et 

al., 2007). 

 

2.2.2. Função do gene p53 

As diferentes isoformas da proteína p53 recentemente descobertas talvez possam 

justificar suas múltiplas funções biológicas. O gene p53 controla o ciclo celular de células 

normais, regulando pelo menos dois estágios na resposta às injúrias ao DNA: As transições 

G1/S e G2/M (KASTAN et al., 1992). Quando ocorrem danos ao DNA, a ativação do gene 

p53 pode estimular a parada do ciclo celular nestes estágios, a apoptose, ou, em algumas 

circunstâncias, a senescência, prevenindo por meio disso a formação de tumores (HIBI et al., 

2000; MOLL et al., 2001). O retardo na progressão do ciclo celular permite que o DNA lesado 

seja reparado antes da célula entrar na fase S ou na fase M. No entanto, se o dano ao DNA for 

muito extenso, dificultando o reparo, a célula entra no processo de apoptose (FISHER, 2001). 

Por outro lado, nos casos de inativação do gene P53, as células podem progredir para a fase S 

sem reparo do DNA danificado, resultando em instabilidade genômica e permitindo o 

acúmulo de novas mutações (MOLL et al., 2001). 

A função do gene p53 no controle do ciclo celular na fase G2 foi demonstrada por 

Shen et al. (1996), investigando as células em diferentes fases de seu ciclo, antes da ativação 

de P53. A análise por citometria de fluxo revelou, nesses casos, que a indução deste gene em 

células sincronizadas na fase G1/S fazia com que estas parassem na fase G2. Portanto, a 

forma selvagem de p53 pode bloquear a progressão do ciclo celular tanto na fase G1 quanto 

em G2, dependendo do momento em que ocorre sua superexpressão.   

Os genes que podem ser induzidos ou suprimidos pelo p53 podem ser divididos em 

inibidores do ciclo celular e relacionados a apoptose. Dentre os inibidores do ciclo celular, os 

mais importantes são o inibidor de proteína quinase dependente de ciclina (p21WAF1/CIP1) e a 
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proteína de parada do crescimento e dano no DNA (GADD45). Os genes relacionados a 

apoptose incluem Bax (pro-apoptótico) e Fas/APO1 (codifica o receptor transmembranar 

CD95 da superfície celular, importante em um dos sistemas que promovem a morte celular) 

(KANNAN et al., 2000). Também existem evidências de que o p53 modula a expressão do 

PCNA, em resposta à lesão genômica (KROPVELD et al., 1996). 

De acordo com Borresen-Dale (2003), a perda das funções do gene p53 elimina a 

resposta de parar o ciclo celular quando há dano no DNA, permitindo a replicação de um 

molde de DNA anormal. Como conseqüência, espera-se que tumores com mutações em p53 

tenham uma alta freqüência de mutações em outros genes, além da expressão alterada de 

genes alvos do p53. A inibição da síntese de DNA durante a indução de genes responsáveis 

pelo reparo do DNA pode ser explicada pelo conceito de que o p53 é o guardião molecular do 

genoma (KANNAN et al., 2000).  

O tipo selvagem da proteína p53 está presente no núcleo de todas as células dos 

mamíferos, tendo um papel central na modulação de respostas celulares e fatores citotóxicos. 

É uma fosfoproteína com 53 kd, sendo composta por 393 aminoácidos (PAVLETICH et al., 

1993). Níveis aumentados desta proteína podem bloquear o ciclo celular ou desencadear a 

apoptose, prevenindo a replicação de células com DNA danificado.  

A proteína p53 selvagem tem uma meia-vida curta, de aproximadamente seis a 20 

minutos, enquanto sua forma alterada tem meia vida de até seis horas. A eventual detecção de 

uma pequena quantidade da forma selvagem de p53 é o resultado de um processo dinâmico 

entre expressão, estabilização e degradação desta proteína. Mediadores positivos e negativos 

regulam precisamente a estabilidade e a atividade de p53. A estabilização da proteína p53, 

com aumento da sua expressão, pode ocorrer em resposta a vários agentes que causam dano 

ao DNA, acarretando mudanças conformacionais, ativação e acúmulo nuclear dessa proteína 

(HUPP et al., 2000). A alta concentração desta proteína nas células tumorais ocorre devido à 
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formação de um complexo com outros tipos de proteínas, como o produto do MDM2 e 

proteínas do choque térmico, essa interação aumenta a meia-vida de p53 em muitas horas, 

permitindo a detecção de seu acúmulo nuclear (FINLAY et al., 1988). Esse acúmulo pode ser 

detectado pelo método de reação imunohistoquímica (IHQ) utilizando-se anticorpos 

monoclonais disponíveis no mercado, direcionados a epítopos de p53 mutado ou selvagem.   

 Em condições normais, a detecção de p53 selvagem por IHQ pode ocorrer em algumas 

células em resposta ao dano no DNA (BORRESEN-DALE, 2003). Segundo Geisler et al. 

(2001), a correlação entre o acúmulo nuclear de p53 medido IHQ e mutações no gene p53 

detectadas por sequenciamento é menor que 75%. A razão para isso é que nem todas as 

mutações produzem uma proteína estável e outras podem resultar em proteínas truncadas que 

podem não ser detectadas por IHQ. Outras vezes, no entanto, proteínas não mutadas, porém 

ligadas a outra proteína celular (formando compostos inativos truncados), podem dar um 

resultado positivo somente na IHQ. Segundo Wynford-Thomas (1992), a acurácia da IHQ na 

detecção da proteína p53 pode ser considerada similar a outras metodologias mais sofisticadas 

de biologia molecular.  

 

2.2.3. Expressão da proteína p53 no carcinoma epoidermóide oral 

As alterações na expressão da proteína p53 são as anormalidades genéticas mais 

frequentemente detectadas nos carcinomas de cabeça e pescoço, assim como no CEO 

(BRAITHWAITE et al., 2005). Brennan et al. (1995) demonstraram que os pacientes que 

possuem tumores associados com a exposição aos maiores fatores etiológicos do CEO – o 

tabaco e o álcool – possuem um aumento significativo na prevalência de mutações do gene 

P53 em relação aos pacientes não expostos.     

Ao investigarem retrospectivamente a imunoexpressão da proteína p53 em 129 

amostras parafinizadas de CEO, Famulski et al. (2002) encontraram positividade em 75 (58%) 
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dos casos estudados. No entanto, não encontraram associações estatisticamente significativas 

entre o acúmulo da expressão de p53 e variáveis como localização anatômica, idade, gênero, 

graduação histológica, índice mitótico e padrão invasivo da margem tumoral, sugerindo que o 

aumento da imunoexpressão de p53 não desempenha um papel relevante na progressão 

tumoral do CEO. 

A participação do acúmulo da expressão da proteína p53 na progressão tumoral do 

CEO, assim como também no prognóstico da doença, é um tema abordado em diversas e 

discordantes pesquisas, pois ainda não existe um consenso na literatura atual em relação a 

influência das alterações do gene p53 encontradas na neoplasia (GONZALEZ-MOLES et al., 

2001; GRABENBAUER et al., 2000; SAUTER et al., 1992; SITTEL et al., 1999). Entre as 

maiores dificuldades na interpretação destes dados estão as diferenças amostrais e as 

disparidades entre as técnicas laboratoriais utilizadas (KOONTONGKAEW et al., 2000; 

VORA et al., 2003). 

 Apesar das divergências, na maioria dos estudos a detecção da proteína p53 tem sido 

associada a um pior prognóstico. Avaliando apenas carcinomas epidermóides de língua, Unal 

et al. (1999) observaram que as alterações na expressão de p53 podem promover um potencial 

metastático às células neoplásicas, muitas vezes aparecendo antes da ocorrência de 

metástases. De acordo com van Houten et al. (2002), uma criteriosa avaliação das alterações 

na expressão da proteína p53 nas margens cirúrgicas adjacentes aos tumores excisados pode 

identificar pacientes com alto risco de recorrência tumoral e, segundo Lowe et al. (1994), os 

defeitos no funcionamento do gene p53 podem predizer uma resistência à quimioterapia nos 

pacientes com a doença. 
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2.3.1. O gene p63  

A importância do p53 na homeostase normal da célula e na gênese tumoral direcionou 

a pesquisa de seus genes homólogos, provavelmente oriundos de um gene ancestral comum 

(HIBI et al., 2000; STRANO et al., 2001). Após cerca de 20 anos da descrição do gene p53, 

seus dois homólogos – p63 e p73 – foram identificados com base em uma identidade 

compartilhada de seus três maiores domínios funcionais: domínio de transativação (TA), 

domínio de ligação ao DNA (DBD, do inglês: DNA Binding Domain) e domínio de 

oligomerização (OD, do inglês: Oligomerization Domain). Além desses três domínios, os 

genes p63 e p73, assim como o p53, contêm na sua extremidade C-terminal um domínio de 

interação proteína-proteína conhecido como sterile alpha motif (SAM) (YANG et al., 1998). 

Na época, a descoberta destes homólogos gerou grande expectativa em relação a suas funções 

biológicas, enquanto o gene p53 possui como principal função responder às agressões ao 

DNA, o p63 parece ser essencial ao desenvolvimento e diferenciação de determinados tecidos 

(DE LAURENZI; MELINO, 2000). Funções específicas são associadas a estes genes, íntimas 

reações bioquímicas cruzadas entre os membros desta família sugerem uma rede funcional 

que pode influenciar diferentes aspectos da ação individual de cada gene. Atualmente, sabe-se 

também que os genes p53 e p63 possuem similaridades e diversidades, pois podem codificar 

proteínas com funções completamente novas ou relacionadas. Contudo, estas últimas são mais 

complexas, porque podem ser de natureza agonista ou antagonista com o P53 (MOLL et al., 

2001). 

 

 2.3.2. Estrutura e função do gene p63 

 O gene p63, localizado em 3q27-9, é freqüentemente submetido a promotores e 

regiões de splicing alternativos. Possui dois promotores que produzem duas classes de 

proteínas, uma contendo o domínio de TA N-terminal (TAp63) e outra destituída deste 
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domínio (∆Np63) (MOLL et al., 2001; YANG et al., 1998). Além disso, cada classe de suas 

proteínas é também submetida a splicings alternativos em sua extremidade C-terminal, 

podendo omitir um ou vários exons, originando então três isoformas para cada uma de suas 

duas classes de proteínas codificadas (TAp63α, TAp63β, TAp63γ e ∆Np63α, ∆Np63β, 

∆Np63γ) (MOLL et al., 2001; YANG et al., 1998). Em adição a estas seis isoformas 

produzidas, uma forma truncada da isoforma ∆Np63, a ∆Np63p40, tem sido descrita com a 

ausência completa da extremidade C-terminal (YAMAGUCHI et al., 2000). Todas as 

isoformas da proteína p63 contêm um DBD e um OD com seqüências homólogas a p53. A 

Figura 1 demonstra em A as isoformas produzidas da proteína p63, e, em B, a identidade 

compartilhada de seus domínios funcionais com a proteína p53. 

  

Figura 1 – Isoformas da proteína p63 (A) e porcentagem de homologia 
seqüencial de seus domínios funcionais com p53 (B). 
TA-Transactivation Domain, DBD-DNA Binding Domain, OD-Oligomerization 
Domain, SAM-sterile alpha motif. (KING; WEINBERG, 2007). 

 

 As isoformas protéicas do gene p63 compartilham mais de 60% da identidade de seus 

aminoácidos com a proteína do p53. Assim como possuem também hotspots para mutações 

semelhantes aos do P53 em tumores (MOLL et al., 2001). De acordo com o produto final, a 
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proteína traduzida pode ser chamada de p40 (∆Np63p40), p51A (TAp63γ), p51B (TAp63α) e 

p73L ou CUSP (proteína encontrada na estomatite ulcerativa crônica) (HIBI et al., 2000; 

RATOVITSKI et al., 2001). 

 Estas proteínas podem gerar uma complexidade de modulações por combinações de 

suas extremidades iniciais e terminais específicas. A compreensão de suas funções biológicas 

depende do conhecimento dos locais e das formas protéicas expressas sob determinadas 

circunstâncias. As proteínas TAp63 podem mimetizar a função de p53 in vitro, incluindo a 

transativação de muitos de seus genes-alvo, podendo induzir apoptose. Por outro lado, as 

proteínas ∆Np63 atuam como inibidoras destes genes-alvo, para o próprio p53 e também para 

suas próprias proteínas TAp63 (MOLL et al., 2001). 

 Com relação a interação das isoformas ∆Np63 com p53, existem evidências 

experimentais de que a proteína ∆Np63 possa ter uma afinidade mais forte com certos alvos 

específicos de promotores gênicos do que a proteína p53. Neste caso, a inibição desta última 

proteína ocorreria pela competição protéica da ligação aos seus alvos gênicos promotores 

(HIBI et al., 2000; RATOVITSKI et al., 2001. De acordo com Moll et al. (2001), um sistema 

de feedback poderia existir: enquanto a isoforma ∆Np63 pode atuar como um inibidor 

transcricional da proteína p53, esta última pode agir como um inibidor da estabilidade 

protéica de ∆Np63. 

 Segundo Dohn et al. (2001), as isoformas TAp63α, TAp63β e TAp63γ possuem a 

capacidade de ativar o gene p53 e, com isso, induzir apoptose e bloquear o ciclo celular. 

Entretanto, as outras três isoformas (∆Np63α, ∆Np63β e ∆Np63γ) podem atuar como 

dominantes negativas à ação supressora tanto do p53 quanto das isoformas TAp63.    

 King et al. (2006) encontraram a habilidade da isoforma ∆Np63α para atuar como um 

regulador transcricional e bloquear o processo de diferenciação in vitro em queratinócitos, 
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mantendo uma população de células renováveis dentro da epiderme, porém, ressaltam a 

importância da espécie tecidual avaliada para uma adequada interpretação da função de p63.               

 A essencial contribuição do gene p63 para o desenvolvimento embrionário é 

comprovada pelas anormalidades observadas em experimentos realizados em camundongos 

com a deleção deste gene (knockout), que incluem ausência ou graves má-formações 

craniofaciais e dos membros, assim como ausência de dentes e da epiderme com seus 

apêndices, todas estas estruturas dependentes de interações recíprocas epitélio-mesenquimais 

para o modelo morfogenético de desenvolvimento do mesoderma subjacente (YANG et al., 

1998). Segundo King e Weinberg (2007), estes camundongos morrem em poucas horas após 

o nascimento, provavelmente devido a desidratação. 

 Segundo Yang et al. (1998), a epiderme embrionária de camundongos com mutações 

homozigóticas neste gene passa por um processo incomum de diferenciação não-regenerativa, 

culminando em ausência marcante de diferenciação do epitélio escamoso e seus anexos, 

incluindo glândulas sudoríparas, sebáceas, lacrimais, mamárias e salivares, germes dentais e 

folículos pilosos. Ao invés da epiderme normal, estes camundongos retêm placas isoladas de 

células epiteliais cuboidais desorganizadas ao longo da epiderme exposta. Em outros locais de 

epitélio escamoso, incluindo esôfago, vagina, porção proximal do estômago, cérvix uterino e 

até no epitélio de transição da bexiga, também foram encontradas anormalidades. De acordo 

com Pellegrini et al. (2001), estas descobertas mostram forte correlação entre a expressão do 

p63 nas células progenitoras epiteliais e sua absoluta necessidade para o desenvolvimento 

normal do epitélio estratificado escamoso. 

 Segundo Yang et al. (1998), as falhas de desenvolvimento dos membros são devidas a 

deficiência na manutenção da crista ectodérmica apical, um epitélio estratificado 

especializado, essencial para este desenvolvimento. Já as anomalias craniofaciais devem-se a 

ausência ou expressão alterada do P63 nas superfícies ectodérmicas dos arcos branquiais, 
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importantes para a morfogênese direta do esqueleto e das estruturas de tecido mole 

craniofaciais. 

 De acordo com Moll et al. (2001), algumas mutações heterozigóticas deste gene em 

humanos estão relacionadas com desordens autossômicas dominantes, como a Síndrome da 

Displasia Ectodérmica, ou a rara desordem de desenvolvimento chamada de EEC (do inglês, 

Ectrodactyly, Ectodermal dysplasia and Facial Clefts), que consiste em Ectrodactilia, 

displasia ectodérmica e fendas faciais. 

 

 2.3.3. O gene p63 na proliferação e diferenciação celular 

 O gene p63 tem sido relacionado a processos biológicos que contribuem para a 

homeostase epidérmica, incluindo adesão, proliferação, estratificação e diferenciação celular. 

Defeitos em quaisquer destes processos podem contribuir para um fenótipo neoplásico 

(KING; WEINBERG, 2007). 

 Células basais do epitélio humano normal expressam fortemente proteínas p63 – 

predominantemente o isotipo ∆Np63p40 – que vão favorecer as necessidades de proliferação 

destas células em epitélios como os da pele, da próstata, da uretra, do cérvix uterino e da 

vagina (YANG et al., 1998), podendo também comandar habilidades regenerativas. Segundo 

Parsa et al. (1999), a expressão da proteína p63 pode ser considerada como marcadora de 

células de reserva (stem cells) em diversos tecidos epiteliais. Porém, de acordo com Pellegrini 

et al. (2001), estas células perdem esta expressão tão logo saem do compartimento das 

células-tronco progenitoras na camada basal do epitélio. 

 Segundo resultados de Noszczyk e Majewski (2001), as isoformas ∆Np63 também 

podem estar envolvidas no controle de processos fisiológicos de proliferação e migração 

relacionados à cicatrização que se segue após lesões cutâneas em humanos. 
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 De acordo com Candi et al. (2006), ambas as isoformas TAp63 e ∆Np63 são 

importantes para a morfogênese epitelial. No entanto, aumento da expressão das isoformas 

∆Np63 pode inibir as funções das isoformas TAp63. Enquanto a isoforma ∆Np63α está 

relacionada com a manutenção das células progenitoras epiteliais, sabe-se também que a 

diferenciação dos queratinócitos está associada ao desaparecimento da expressão desta 

isoforma, havendo assim uma liberação funcional da isoforma TAp63α para regulação do 

processo de diferenciação epitelial. 

 A regulação da expressão das isoformas da proteína p63 na epiderme é um processo 

dinâmico. Na epiderme pós-natal in vivo, assim como em culturas primárias de queratinócitos, 

existe um predomínio da isoforma ∆Np63α até o início da indução do processo de 

diferenciação terminal, quando então ocorre uma elevação da expressão da isoforma TAp63α 

(KING et al., 2006).  

 Segundo Yang et al. (1998), a proteína TAp63α (p51B) está implicada no 

desenvolvimento (crescimento e diferenciação), sendo fraca em estudos de transativação e 

indução da apoptose, se comparada com a p53. Isto porque a extremidade terminal α-C 

confere propriedades estruturais únicas que governam sua função. Por outro lado, a isoforma 

protéica TAp63γ (p51A), foi tão importante como a p53 em estudos de transativação de 

genes-alvo (ex: p21, Bax) e de indução da apoptose. 

  

 2.3.4. Influência do gene p63 nas neoplasias 

 A isoforma ∆Np63α tem sido associada a modulação da expressão de diversos genes 

que podem influenciar o fenótipo celular tumoral. Barbieri et al. (2005) observaram que o 

gene indutor de apoptose IGFBP3 pode ter a repressão de seu processo de transcrição pela 

isoforma ∆Np63α. Da mesma forma, segundo Wu et al. (2005), a supracitada isoforma pode 

aumentar a expressão da proteína de choque térmico HSP70 (HSP, do inglês Heat Shock 
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Protein). A proteína HSP70 é uma proteína antiapoptótica, cujo aumento de expressão está 

associado com a ocorrência de metástases, sendo encontrada uma correlação entre a expressão 

aumentada desta proteína e da isoforma ∆Np63α em carcinomas primários de cabeça e 

pescoço (WU et al., 2005). 

 No câncer humano, o p63 tem uma rara tendência de inativação através de mutações 

(HAGIWARA et al., 1999). Algumas mutações no gene p63 geralmente ocorrem entre os 

códons 151-170 e está associada à crise blástica na leucemia mielóide crônica 

(YAMAGUCHI et al., 2001). Por outro lado, nenhuma mutação neste gene foi encontrada em 

47 carcinomas de bexiga estudados. No entanto, uma maior expressão de ∆Np63 foi 

encontrada em 30 de 47 destes tumores malignos. Sendo a expressão da isoforma TAp63 

concomitantemente diminuída em 25 dos 47 tumores (PARK et al., 2000). 

 Na maioria das vezes, nos carcinomas epidermóides, o locus gênico de p63 encontra-

se amplificado, com um correspondente aumento em sua expressão, principalmente da 

isoforma ∆Np63α, assim como nas células basais do epitélio humano normal (HAGIWARA 

et al., 1999; HIBI et al., 2000). 

 De acordo com Parsa et al. (1999), a maioria das células pouco diferenciadas dos 

carcinomas epidermóides, assim como os queratinócitos indiferenciados progenitores 

normais, expressa a proteína p63.  

 A expressão da proteína p63 está mais associada a carcinomas epidermóides e de 

células transicionais do que a adenocarcinomas (DI COMO et al., 2002). Glickman et al. 

(2001) encontraram altos níveis de p63 em carcinomas epidermóides do esôfago, mas não em 

adenocarcinomas de cólon, reto ou esôfago, sugerindo que a expressão desta proteína possa 

contribuir para o processo de carcinogênese nos tumores epidermóides. Além disso, Hall et al. 

(2001) encontraram correlação entre a expressão da proteína p63 e mutação no gene P53 nas 

neoplasias avançadas e displasias de alto grau esofágicas.   
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 Apesar da maioria das investigações na literatura sobre a expressão aumentada da 

proteína p63 em neoplasias não incluírem uma análise das isoformas específicas presentes, 

níveis elevados das isoformas ∆Np63 têm sido associados com carcinomas epidermóides de 

cabeça e pescoço, pele, pulmão e cérvix uterino (HIBI et al., 2000; LIN et al., 2006).  

 Em um estudo realizado por Crook et al. (2000), em 25 carcinomas nasofaríngeos 

primários avaliados, quase todas as células tumorais tiveram um aumento predominante na 

expressão de ∆Np63, que normalmente no epitélio nasofaríngeo normal estaria limitado às 

células proliferativas das camadas basal e suprabasal. 

 Alguns carcinomas de células escamosas da cabeça e do pescoço e outros do pulmão 

mostraram aumento na expressão das isoformas ∆Np63 associado a uma amplificação de seu 

locus gênico. Os autores nomearam então este locus amplificado de AIS (Amplified In 

Squamous carcinoma). Contudo, o locus AIS pode também ser crítico para as células 

progenitoras na manutenção do contínuo desenvolvimento epitelial. O aumento de sua 

expressão leva a uma maior capacidade de renovação destas células, assim como a uma maior 

capacidade de crescimento neoplásico. A forma dominante negativa predominante nestes 

tumores é a isoforma também denominada de p40AIS (∆Np63p40), que pode atuar como um 

oncogene (HIBI et al., 2000). 

 A associação entre as infecções virais e a expressão de p63 nas neoplasias ainda 

necessita ser melhor investigada. Wang et al. (2001) encontraram forte correlação entre a 

infecção por HPV-16 e a expressão da proteína p63 em carcinomas escamosos invasores do 

colo uterino. Além disso, verificou-se que o carcinoma de nasofaringe, que é a neoplasia mais 

fortemente associada ao vírus Epstein-Barr, também expressa difusamente a proteína p63 

(CROOK et al., 2000).  
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2.3.5. Expressão da proteína p63 no carcinoma epidermóide oral 

 Um dos fatores considerados de relevância prognóstica no CEO é a amplificação do 

cromossomo 3q21-29, onde o gene p63 está localizado (THURFJELL et al., 2005). A 

detecção da proteína p63 por IHC no CEO é relatada por estudos prévios na literatura, 

suportando a idéia de seu envolvimento no processo da tumorigênese oral. No entanto, 

existem poucas pesquisas sobre o significado prognóstico da detecção da imunoexpressão da 

proteína p63 no CEO (BORTOLUZZI et al., 2004; CHOI et al., 2002; FOSCHINI et al., 

2004; GOTO et al., 2005; LO MUZIO et al., 2005; WEBER et al., 2002).  

 Segundo Thurfjell et al. (2005), a imunoexpressão de p63 em carcinomas de cabeça e 

pescoço pode influenciar a diferenciação celular tumoral. Ao investigarem a relação da 

imunoexpressão quantitativa da proteína p63 com as curvas de sobrevida, Choi et al. (2002) 

não encontraram nenhuma associação significativa, sendo o mesmo observado em relação a 

ocorrência de recidivas e metástases. Por outro lado, em um estudo com 94 casos de CEO, Lo 

Muzio et al. (2005) observaram que a elevada imunoexpressão da proteína p63 estava 

associada a um fenótipo tumoral mais agressivo e a um prognóstico ruim. 

 A influência da imunoexpressão da proteína p63 e de suas isoformas no CEO ainda 

necessita ser mais bem pesquisada. Existem poucos relatos sobre a influência das isoformas 

de p63 nos tumores epidermóides orais. Entre um dos poucos trabalhos existentes na 

literatura, Chen et al. (2004) encontraram associação entre níveis reduzidos de expressão das 

isoformas TAp63 e um prognóstico ruim no CEO. 

   

 

 2.4. O Papilomavírus Humano (HPV – Human Papillomavirus) 

 O HPV foi o primeiro DNA vírus oncogênico a ser descoberto nos mamíferos, sendo 

que a primeira descrição foi atribuída a Shope e Hurst (1933). Eles observaram que a infecção 
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pelo HPV está associada ao desenvolvimento de lesões papilomatosas ceratinizadas 

semelhantes a chifres em coelhos selvagens do meio-oeste dos Estados Unidos, denomidados 

de Jackalopes. Esses autores identificaram algumas lesões que progrediram para neoplasias 

epiteliais invasivas, originando então o primeiro modelo animal de câncer causado por um 

vírus em mamífero. Estas observações também foram confirmadas por Rous e Beard (1935), 

passando o vírus a ser denominado de Cottontail Rabbit Papillomavirus ou Shope 

Papillomavirus.   

 O HPV é um vírus da família Papovaviridae, gênero papovavírus, não envelopado, 

com cerca de 55nm de diâmetro. Possui um capsídeo protéico icosaédrico de 72 capsômeros, 

destituído de envelope lipoprotéico, que é formado por duas proteínas capsídicas: L1 e L2. O 

genoma do HPV é composto por uma única molécula de DNA circular de fita dupla que 

contém aproximadamente 8000 pares de base (pb) associadas com histonas (FAVRE, 1975). 

Todas as regiões codificadoras de proteínas (ORF, do inglês Open Reading Frame) estão 

restritas a uma única cadeia. O genoma é funcionalmente dividido em três regiões de 

diferentes tamanhos: uma região regulatória não codificadora de 400 a 1000 pb, denominada 

região longa de controle (LCR, do inglês Long Control Region), que compõe cerca de 10% do 

genoma. Essa região possui o promotor p97 que regula a replicação do DNA viral, 

controlando o processo de transcrição das ORFs (APT et al., 1996). A segunda região, 

engloba as ORFs E1, E2, E3, E4, E5, E6 e E7, que possuem os genes de transcrição precoce 

(E1 a E7: early genes) que codificam proteínas envolvidas na replicação viral e oncogênese, 

compreendendo cerca de 50% do genoma viral. A terceira região é onde se encontram os 

genes de transcrição tardia, L1 e L2 (L: late genes), que somente são expressos nas células 

epiteliais escamosas diferenciadas, codificam as proteínas estruturais do capsídio viral e 

ocupam os 40% remanescentes do genoma do HPV (McKAIG et al., 1998). As características 

das regiões regulatórias do HPV estão descritas na Tabela 1. 
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Tabela 1 – Características das regiões regulatórias (ORFs) do HPV*. 

 

ORF 
 

FUNÇÃO PRINCIPAL 
 

  
E7 Transformação celular, ligação com a proteína pRb e ativação da transcrição celular 

E6 Transformação celular, ligação e degradação de p53 

E5 Transformação celular através da interação com receptores do fator de crescimento 

E4 Rompimento de citoqueratinas 

E3 Função desconhecida 

E2 Proteínas regulatórias da transcrição viral 

E1 Síntese e replicação do DNA viral e manutenção do plasmídeo 

L1 Proteína principal do capsídio 

L2 Proteína secundária do capsídio 

 *
Adaptado de McKaig et al. (1998). 

 

 A infecção pelo HPV pode resultar primeiramente em verrugas auto-limitantes ou 

tumores epiteliais inicialmente benignos. Diversas pesquisas têm associado tipos específicos 

de HPV a lesões malignas e pré-malignas da vulva, pênis, conjuntiva e trato aerodigestivo 

(ZUR HAUSEN, 1987). No entanto, as evidências atualmente consideram o HPV como o 

principal causador do câncer de colo uterino (WALBOOMERS et al., 1999), estando o DNA 

deste vírus presente em mais de 80% dos tumores cervicais diagnosticados (BOSCH et al., 

1995), além disso, sua infecção pode se apresentar de maneira transitória ou permanente 

(FRANCO et al., 1999). 

 O HPV infecta a camada basal do epitélio, podendo ser classificado conforme seu 

tropismo em dois tipos: cutâneo e mucoso. O HPV cutâneo é epiteliotrófico e infecta 

preferencialmente a pele das mãos e dos pés. O HPV mucoso é mucosotrópico e pode infectar 

geralmente as mucosas da orofaringe, laringe, trato respiratório, colo uterino e epitélio 

anogenital (MUNOZ et al., 2003). 
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 De acordo com sua associação com o câncer cervical e suas lesões precursoras, os 

HPVs podem ser divididos em dois grupos: os de baixo ou alto risco oncogênico. Os HPVs de 

baixo risco incluem os subtipos HPV-6, 11, 42, 43 e 44, que são encontrados principalmente 

em lesões primárias e de baixo grau no colo uterino (MUNOZ et al., 2003). Entretanto, 

segundo Burd (2003), estes subtipos de HPV também podem ser encontrados, porém de forma 

menos freqüente, nos carcinomas cervicais.  

 Os subtipos virais de alto risco são: HPV-16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 

59, 66, 68, e 70, podendo ser mais freqüentemente encontrados nas neoplasias malignas 

cervicais (MUNOZ et al., 2003). Em 1995, a Agência Internacional de Pesquisa sobre Câncer 

(IARC – International Agency for Research on Cancer) declarou oficialmente os subtipos 

HPV-16 e 18 como agentes carcinogênicos humanos (IARC, 1995). 

  

 2.4.1 Mecanismos moleculares de transformação maligna do HPV  

 O conhecimento da patogênese da infecção pelo HPV tem sido obtido através de 

estudos em amostras de colo uterino, e sabe-se que três situações podem ser possíveis após a 

infecção da mucosa pelo HPV: estado latente, estado subclínico ou doença crônica. O estado 

latente caracteriza-se pela detecção do DNA do HPV sem a lesão diagnosticável, o estado 

subclínico ocorre pela detecção das lesões apenas por métodos específicos, como por 

exemplo, a colposcopia, e o estado de doença clínica pode apresentar-se com diferentes graus 

de severidade e comprometimento orgânico, desde a formação de lesões papilomatosas até o 

câncer invasivo (SOUSA, 2001). Segundo Steinberg (1990), estas situações são dependentes 

do predomínio de uma infecção produtiva ou transformadora. A infecção produtiva pode ser 

diagnosticada por alterações morfológicas denominadas de coilocitose, ocorrendo quando a 

replicação viral resulta na formação de milhões de partículas virais em células do epitélio. 

Estas células podem sofrer esfoliação e infectar um novo hospedeiro. Na infecção 
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transformadora ocorre o predomínio da expressão dos genes da região E, que regulam a 

transcrição e oncogênese viral, não havendo a formação de partículas virais infectantes e o 

DNA viral integra-se ao genoma do hospedeiro, podendo interferir na homeostase do 

queratinócito e causar alterações morfológicas ou funcionais, desenvolvendo lesões 

precursoras do câncer ou um câncer invasivo.         

 Segundo Flores e Lambert (1997), o ciclo de replicação do HPV começa com a 

entrada viral pela camada basal do epitélio, na maioria das vezes através de pequenas lesões 

epiteliais. Uma vez no interior do núcleo, o DNA do HPV se replica juntamente com a 

proliferação e diferenciação celular, progredindo até a superfície epitelial. Na camada basal, a 

replicação viral é considerada não produtiva e o vírus permanece em sua forma epissomal 

com um baixo número de cópias, utilizando a maquinaria de replicação do DNA do 

hospedeiro para ajudar a sintetizar o seu próprio DNA (FLORES; LAMBERT, 1997). Nos 

queratinócitos diferenciados da camada suprabasal do epitélio, o vírus replica seu DNA em 

alto número de cópias e sintetiza suas proteínas do capsídio (FLORES et al., 1999). 

 De acordo com Ha e Califano (2004), a progressão da fase de incubação para a de 

expressão ativa depende de três fatores: permissividade celular, subtipo de viral e estado 

imunológico do hospedeiro. 

 Os diferentes comportamentos da infecção pelo HPV são relacionados à transcrição de 

oncogenes virais. Normalmente, a transcrição de E1 e E2 causa repressão de E6 e E7, o que 

permite a função de supressão tumoral das proteínas p53 e pRb, com a homeostase tecidual 

normal. Quando o genoma viral integra-se ao do hospedeiro, pode ocorrer a quebra e perda de 

função dos genes E1 e E2, começando o processo de transcrição dos genes E6 e E7, cujos 

produtos podem se ligar inativando as respectivas proteínas supressoras tumorais p53 e pRb, 

interferindo desta maneira no controle do ciclo celular, na apoptose e na manutenção da 

estabilidade cromossômica (WENTZENSEN et al., 2004). Por outro lado, as mutações nas 
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proteínas p53 e pRb são raramente detectadas em linhagens celulares de carcinomas cervicais 

HPV positivos. 

 Segundo Farthing et al. (1994), a associação das proteínas oncogênicas virais com as 

supressoras tumorais possui uma afinidade cerca de dez vezes maior nos HPVs de alto risco. 

Syrjanen e Syrjanen (1999) observaram que, nos HPVs de baixo risco oncogênico, a proteína 

E6 não se liga à p53 e não afeta sua estabilidade in vitro, além disso, a proteína E7 se liga ao 

pRb com menor afinidade. 

 O gene E6 é conservado nos tumores onde a sua proteína é continuamente expressa, 

sendo esta uma potente oncoproteína dos HPVs de alto risco (McKAIG et al., 1998). Segundo 

Mantovani e Banks (2001), a proteína E6 pode interagir com a p53, levando a degradação 

desta última, permitindo o acúmulo de mutações, junto com a imortalização e a transformação 

da célula. De acordo com McKaig et al. (1998), a proteína E6 pode também induzir a 

imortalização celular através da ativação da telomerase. 

 O genoma epissomal do HPV é geralmente encontrado nas lesões de baixo grau. Já nas 

lesões de alto grau, todo o genoma viral ou fragmentos dele encontram-se integrados ao DNA 

do hospedeiro, o que pode acarretar alterações na expressão dos oncogenes virais, propiciando 

a progressão maligna (FERBER et al., 2003). De acordo com Das et al. (1992), a integração 

do DNA do HPV-16 ao genoma celular ocorre em cerca de 70% das neoplasias cervicais 

malignas. Por outro lado, esta integração é menos observada em lesões como as displasias 

severas ou o carcinoma in situ. 

 Apesar da ocorrência freqüente no carcinoma cervical, alguns pesquisadores 

consideram que raramente o HPV está integrado ao genoma do hospedeiro no CEO. Por outro 

lado, outros estudos sugerem que a integração do HPV está mesmo associada com o processo 

carcinogênico da mucosa oral (MILLER; WHITE, 1996).         
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 A infecção pelo HPV demonstra predileção pelos carcinomas tonsilares, onde a 

positividade encontrada (50-60%) é maior que nos tumores de outras localizações anatômicas 

(6-10%) (HARAF et al., 1996). Além disso, a integração ao genoma hospedeiro e a 

transcrição de oncogenes virais têm sido mais observadas nestes tumores (SNIJDERS et al., 

1992; WILCZYNSKI et al., 1998). No entanto, Steenbergen et al. (1995) demonstraram a 

integração genômica do HPV-16 em uma amostra de CEO e em sua respectiva linhagem 

celular derivativa, demonstrando um processo ativo de transcrição também nestes casos. 

 

 2.4.2 Detecção do HPV na cavidade oral 

 As infecções pelo HPV são disseminadas e ocorrem em todo o mundo. Os HPVs 

infectam a pele e as mucosas, podendo induzir a formação de neoplasias epiteliais benignas e 

malignas (HA; CALIFANO, 2004). 

 Os HPVs de alto risco mais freqüentemente encontrados no CEO são os subtipos 16 e 

18, assim como também no câncer anogenital (CHANG et al., 1990; SCULLY, 2005). Devido 

a natureza epiteliotrópica do HPV, assim como as similaridades morfológicas entre as 

mucosas anogenital e oral, diversas investigações sobre a influência do HPV no CEO 

começaram a ser realizadas (SYRJANEN, 2003). De acordo com zur Hausen (1996), os 

HPVs 16 e 18 são os subtipos presentes em cerca de 95% dos CEOs. 

 Syrjanen et al. (1983), ao descreverem alterações citopáticas do HPV em carcinomas 

orais idênticas àquelas encontradas em carcinomas cervicais, foram os primeiros a sugerir o 

envolvimento do HPV no desenvolvimento do CEO.  

 Os métodos de coleta para investigação da mucosa oral normal menos invasivos e 

mais utilizados atualmente são os esfregaços (swabs) ou os bochechos com soluções 

específicas. No entanto estes métodos ainda não estão padronizados, e as estimativas de 

prevalência permanecem inconsistentes (McKAIG et al., 1998). Por este motivo, a ocorrência 
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do HPV na mucosa oral normal é observada em grande variação, com taxas de detecção entre 

22 a 60% (SMITH et al., 1998).  

 Uma das primeiras investigações sobre a presença do DNA do HPV na mucosa oral 

normal através da PCR foi conduzida por Maitland et al. (1987), que avaliaram pacientes sem 

história clínica de infecção oral ou cervical pelo HPV e encontraram 42% (5/12) das amostras 

biopsiadas com positividade. Em outro estudo conduzido em voluntários sadios, mas com 

amostras obtidas através de esfregaços orais para investigação da presença do HPV-16 pela 

PCR, Jalal et al. (1992) encontraram uma prevalência de infecção de 43% (13/30) na mucosa 

oral aparentemente normal dos pacientes avaliados. 

 Em uma investigação realizada com recém nascidos na Índia, o DNA do HPV foi 

encontrado em células da mucosa oral de 41,6% dos filhos de mães com esfegaços cervicais 

positivo para o HPV (CHATTERJEE et al., 1998; SUMMERSGILL et al., 2001). Nos 

Estados Unidos, o HPV foi identificado na cavidade oral de cerca de 6% das crianças e 

adolescentes sadios, num estudo em que foram selecionados participantes com idade menor 

ou igual a 20 anos.  

 Ao investigar pela PCR a presença do HPV em 37 pacientes adultos por meio da 

obtenção de amostras de esfregaço de mucosa oral normal, Terai et al. (1999) encontraram 

uma alta prevalência com 30 (81,1%) dos pacientes infectados, sendo 26 (86,7%) das 30 

amostras positivas para o subtipo HPV-18 e a infecção com mais de um subtipo viral 

identificada em 17 (56,7%) casos.      

 Foi sugerido que a prevalência do HPV na mucosa oral normal poderia consistir em 

infecções subclínicas e/ou latentes, e que a infecção com um baixo número de cópias do vírus 

é comum na cavidade oral (TERAI et al., 1999). Além disso, Zhang et al. (2004) sugeriram 

que a mucosa oral poderia atuar como um reservatório para novas infecções pelo HPV e/ou 

como uma potencial fonte nos casos de recorrência desta infecção. 
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 Os diversos subtipos de HPV também têm sido encontrados por vários autores em 

lesões orais benignas, como papiloma, condiloma, verruga vulgar, hiperplasia epitelial focal e 

na epidermodisplasia verruciforme (BERKHOUT et al., 1995; CHANG et al., 1991; 

PADAYACHEE, 1994; SUSKIND et al., 1996). 

 A probabilidade de detecção do HPV em lesões pré-cancerosas da mucosa oral é duas 

a três vezes maior que na mucosa oral normal, sendo que esta probabilidade aumenta para 4,7 

vezes ao comparar-se o CEO e a mucosa oral normal. Além disso, os HPVs de alto risco 

aparecem 2,8 mais vezes no CEO que os subtipos de baixo risco (MILLER; JOHNSTONE, 

2001). 

 A influência dos HPVs de alto risco como agente etiológico para a carcinogênese oral 

tem sido estudada e relacionada a um subgrupo de neoplasias, mas as evidências de seu papel 

no desenvolvimento e progressão do CEO ainda têm sido controversas, podendo haver 

considerável variabilidade das taxas de infecção conforme fatores como população estudada, 

localização tumoral, qualidade das amostras estudadas e recursos técnicos utilizados para a 

detecção do HPV (DAHLGREN et al., 2004; GILLISON et al., 2000; McKAIG et al., 1998; 

MORK et al., 2001). 

 Evidências de diversos laboratórios demonstraram que os HPVs de alto risco podem 

estar envolvidos na etiologia do CEO. As investigações encontraram que queratinócitos da 

mucosa oral podem ser transformados e imortalizados in vitro por HPVs de alto risco através 

de mecanismos que envolvem suas oncoproteínas E6 e E7 (PARK et al., 1991; SCHEFFNER 

et al., 1993). Além disso, em alguns casos, a presença de HPV identificada no CEO primário 

permaneceu também em suas respectivas metástases linfonodais (HOWELL; GALLANT, 

1992; WOODS et al., 1993). 

 Poucos anos mais tarde, o DNA do HPV foi detectado em diversos estudos utilizando 

variadas técnicas de identificação viral como a reação em cadeia da polimerase (PCR, do 
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inglês Polymerase Chain Reaction), southern blot e hibridização in situ em diferentes 

espécies de amostras tissulares tumorais, assim como também em amostras sorológicas dos 

pacientes com CEO (CAPONE et al., 2000; GILLISON et al., 2000), confirmando desta 

forma as evidências prévias. 

 As técnicas para detecção do HPV possuem diferentes sensibilidades. Segundo Zhang 

et al. (2004), a menor sensibilidade é atribuída às técnicas de imunofluorescência, IHQ e 

hibridização in situ; as técnicas southern blot e dot blot são consideradas de moderada 

sensibilidade e a PCR é classificada como o método mais sensitivo para a identificação do 

HPV.  

 No maior estudo de meta-análise realizado até o presente momento sobre o assunto, 

desenvolvido por Miller e Johnstone (2001), foi confirmada a maior detecção do HPV em 

amostras de CEO em comparação com a mucosa oral normal, com 46,5% e 10% de casos 

infectados, respectivamente. Além disso, os HPVs de alto risco foram os mais encontrados em 

associação com o tumor e os resultados indicaram o HPV como um fator de risco 

independente para o CEO. 

 Herrero et al. (2003), através de um estudo multicêntrico da IARC conduzido em nove 

países, que investigou a presença do HPV em carcinoma oral e de orofaringe em pacientes e 

indivíduos controles saudáveis, observaram maior freqüência do HPV-16 na cavidade oral e 

na orofaringe entre os pacientes com mais de um parceiro sexual e/ou que praticavam sexo 

oral, enquanto a menor freqüência foi encontrada entre os pacientes tabagistas. 

 No primeiro estudo publicado com amostra populacional brasileira, Miguel et al. 

(1998) investigaram através da PCR a presença do HPV em 45 pacientes acometidos por 

carcinomas orais ou de orofaringe, com amostras tumorais provenientes de biópsias que foram 

armazenadas a -70°C e posteriormente processadas. O DNA do HPV foi encontrado apenas 
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em cinco (12,8%) das 39 amostras de tumores localizados em orofaringe (três em tonsilas, um 

em base de língua e um no seio piriforme) e em nenhuma das 16 amostras de CEO estudadas. 

  

 2.4.3. Transmissão do HPV para a mucosa oral 

 Estudos epidemiológicos sobre o câncer cervical demonstraram claramente que a 

transmissão dos HPVs de alto risco mucosotrópicos ocorre pelo contato sexual (GILLISON et 

al., 2000; IARC, 1995), sendo que a prevalência desta infecção é maior entre as idades de 15 a 

40 anos, predominantemente entre os indivíduos com múltiplos parceiros sexuais (BOSCH et 

al., 1995).  

 No trato aerodigestivo superior, ainda não estão completamente elucidados os métodos 

pelos quais o HPV é transmitido. Entre as hipóteses propostas estão a transmissão sexual, a 

infecção perinatal e a auto-infecção (McKAIG et al., 1998). 

 Embora a presença do HPV nos carcinomas de cabeça e pescoço ainda não tenha sido 

convincentemente ligada a práticas sexuais específicas como o sexo oral, um maior índice de 

positividade para esta infecção viral foi associado ao número de parceiros sexuais em três 

estudos com casos-controle (MADEN et al., 1992; SCHWARTZ et al., 1998; SMITH et al., 

1998). Segundo Herrero et al. (2003), a presença de mais de um parceiro sexual e a prática de 

sexo oral aumentam as chances de infecção pelo HPV e sua recorrência na cavidade oral. 

Outro fator que pode contribuir para o aumento da prevalência do HPV na cavidade oral, de 

acordo com Bishop et al. (1998), é a queda da defesa imunológica do paciente.  

 As lesões da papilomatose respiratória recorrente em laringe de recém nascidos estão 

associadas com a transmissão perinatal do HPV (SMITH et al., 1995). No entanto, conforme 

demonstrado por Watts et al. (1998) em um estudo prospectivo, a transmissão perinatal do 

HPV para a cavidade oral da criança através de mães infectadas pode ser considerada um 

evento raro. Koch et al. (1997) observaram também um baixo índice de detecção do HPV na 
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mucosa oral de crianças dinamarquesas ainda não iniciadas sexualmente, encontrando apenas 

uma amostra positiva em 392 amostras orais perscrutadas. Segundo os autores, a principal via 

de transmissão do HPV seria a sexual, justificando a ocorrência da infecção nas fases mais 

tardias da vida. 

  

 2.4.4 Detecção do HPV por PCR em amostras parafinizadas de carcinoma 

epidermóide oral 

 A infecção por HPV no CEO tem sido investigada em diferentes populações, havendo 

considerável diferença entre os estudos. O índice de positividade dos estudos que utilizaram 

amostras parafinizadas de CEO para a detecção do HPV através da PCR varia de 0 a 100%. 

 Kiyabu et al. (1989) foram um dos primeiros a investigarem a presença do HPV no 

CEO por PCR em amostras fixadas em formol e embebidas em parafina. ... 

 Chang et al. (1990) encontraram 11 (27,5%) dos 40 pacientes avaliados com 

positividade para o DNA do HPV em seus tumores, sendo identificado o subtipo HPV-16 em 

dez casos e o HPV-18 em apenas uma amostra. 

 Holladay e Gerald (1993) investigaram 39 casos de CEO e encontraram sete (17,9%) 

casos com positividade para o HPV, todos eles positivos para o subtipo HPV-16, sendo dois 

casos também infectados pelo HPV-11 e apenas um outro com o subtipo HPV-18. 

 O estudo de Woods et al. (1993) encontrou 14 (78%) dos 18 CEOs primários com o 

HPV. Além disso, a infecção com o mesmo subtipo de HPV esteve presente nos cinco casos 

de metástases cervicais investigados em relação aos seus respectivos tumores primários. A 

subtipagem viral específica revelou o HPV-16 e o HPV-18 presentes em duas amostras cada, 

e em cinco amostras houve a presença de ambos. 

 Brandwein et al. (1994) encontraram o DNA do HPV em 16 (25%) dos 64 tumores 

analisados, sendo 86% dos pacientes do gênero masculino. Entretanto, os autores não 
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observaram diferenças significativas para os tumores com positividade viral em relação ao 

gênero, idade, hábito de fumar, sobrevida livre da doença (SLD), diferenciação e 

estadiamento tumoral, concluindo que o HPV estaria associado a uma minoria de casos de 

CEO, além de não influenciar no prognóstico dos pacientes. 

 O predomínio dos tumores com a presença do HPV no gênero masculino também foi 

demonstrado por Zhang et al. (2004), que encontrou alta positividade de infecção pelo HPV 

(54/73 – 74%) nos casos de CEO estudados.  

 Em um estudo realizado na Espanha, Gonzalez-Moles et al. (1996) analisaram 

amostras de CEO em 37 pacientes para a investigação da presença do HPV-18, encontrando 

sete (19,1%) pacientes com amostras positivas. 

 Wen et al. (1997) investigaram no nordeste da China 45 pacientes com CEO, 

encontrando 14 (31,1%) de amostras com HPV, sendo mais prevalente a infecção pelo subtipo 

18 em relação ao 16 (24,4% e 20%, respectivamente) e em 6 (13,3%) pacientes foram 

encontrados ambos os subtipos. 

 Em outra investigação, realizada na Índia, Balaram et al. (1995) encontraram alta 

positividade (75%) e multiplicidade de infecções pelos subtipos de HPV. No entanto, a maior 

taxa de infecção viral foi encontrada por Uobe et al. (2001), que encontraram 100% de 

amostras de CEO com HPV em um estudo realizado com 10 pacientes japoneses e 10 

chineses. 

 Correnti et al. (2004) relataram 50% (oito em 16) de positividade para o HPV em um 

estudo conduzido na Venezuela, realizado através da PCR com amostras parafinizadas de 

CEO. Além disso, os autores também observaram um predomínio significativo da infecção no 

gênero feminino. 

 As investigações realizadas em pacientes africanos descartaram a influência etiológica 

do HPV no CEO para a região. Van Rensburg et al. (1996) encontraram apenas dois casos 
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(1,3%) com positividade viral – HPV-11 e 16 – em uma amostra de 146 tumores 

parafinizados. Em outro estudo mais recente, Boy et al. (2006) detectaram o DNA do HPV-18 

em 11,9% (7/59) das amostras de CEO parafinizadas e, com base na investigação interior, 

concluíram não haver contribuição do HPV para a patogênese do CEO.       

 Em um estudo mais recente realizado com uma amostra de pacientes da população 

brasileira, Rivero e Nunes (2006) encontraram ausência total do DNA do HPV ao 

investigarem 40 pacientes com CEO, sendo 23 amostras de tumores parafinizados e as outras 

17 provenientes de tumores frescos. 

 A presença do HPV nas lesões do CEO, confirmada por diversas investigações, tem 

conduzido a diferentes opiniões em relação ao assunto. Remmerbach et al. (2004) postularam 

que a cavidade oral poderia atuar como um possível reservatório viral. Outra teoria defende a 

presença ocasional do HPV no CEO, muitas vezes sobrestimada em conseqüência de 

contaminações amostrais (KANSKY et al., 2003). Por outro lado, Ha e Califano (2004) 

defendem o possível caráter transicional da infecção, como pode ocorrer nos carcinomas 

cervicais com o desaparecimento do DNA do HPV após o desenvolvimento tumoral 

(EVANDER et al., 1995), indicando efeitos oncogênicos virais iniciais que poderiam levar à 

carcinogênese oral. 

 O Brasil está entre os países com os maiores índices de carcinoma epidermóide oral 

(CEO). O gene p63 é um análogo do gene supressor tumoral p53 e a influência da expressão 

de ambos no prognóstico do CEO ainda necessitam ser mais bem investigada. O 

envolvimento do papilomavírus humano (HPV) no CEO é outro fator ainda não elucidado. 
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3. OBJETIVOS 

 

1. Realizar um estudo retrospectivo para avaliar o perfil clinicopatológico e os fatores de 

risco dos pacientes diagnosticados com CEO no Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo (HC-FMRP/USP), verificando 

também alguns parâmetros de sobrevida e comparando com a literatura atual existente para 

definir fatores implicados no prognóstico da doença. 

2. Investigar o padrão da imunoexpressão das proteínas p53 e p63 em amostras 

parafinizadas de tumores primários de CEO, sua associação com parâmetros 

clinicopatológicos e com os índices de sobrevida dos pacientes. 

3. Verificar as alterações nos padrões de imunoexpressão das proteínas p53 e p63 em 

espécimes parafinizados de CEO, através de amostras pareadas de tumores primários com 

suas respectivas metástases linfonodais cervicais. 

4. Avaliar a influência das alterações nos padrões de imunoexpressão das proteínas p53 e 

p63 na ocorrência de metástases linfonodais e nas curvas de sobrevida dos pacientes com 

CEO.  

5. Por meio da PCR com primers gerais e para subtipos virais específicos, investigar a 

presença do HPV nas amostras tumorais parafinizadas dos pacientes estudados. 

6. Nos pacientes com tumores HPV positivos, verificar o perfil clinicopatológico e a 

associação entre as curvas de sobrevida dos pacientes com a presença do DNA do HPV em 

tumores primários e suas correspondentes amostras pareadas de recidivas, metástases 

linfonodais e necropsias.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

  

4.1. Aspectos éticos  

O projeto de pesquisa deste trabalho, sob o n°. 7327/2004, foi integralmente aprovado 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa do HC-FMRP/USP (Anexo A).  

 

4.2. Casuística 

Os dados do trabalho foram obtidos analisando-se os prontuários do Serviço de 

Arquivo Médico (SAME) do HC-FMRP/USP. Foram selecionados inicialmente todos os 

casos de câncer de cabeça e pescoço ocorridos no HC-FMRP/USP, entre os anos de 1982 a 

2002. A partir de uma criteriosa investigação em todos os prontuários médicos e laudos 

anátomo-patológicos, foram então selecionados 424 pacientes que tiveram o diagnóstico de 

CEO confirmado por biópsia. 

Como critérios para inclusão no estudo, os pacientes selecionados deveriam ser 

desprovidos de: lesões multicêntricas, metástases iniciais em linfonodos cervicais ou à 

distância e antecedentes de câncer de cabeça e pescoço ou qualquer tratamento oncológico 

prévio.  

Na avaliação dos prontuários médicos dos pacientes, foram obtidas informações sobre 

história pregressa da lesão, idade, gênero, localização tumoral primária, consumo de tabaco e 

bebidas alcoólicas, exposição actínica, traumatismo por prótese, classificação histológica, 

recidivas, metástases, óbitos, SLD e sobrevida global (SG). Todas as informações clinico-

patológicas dos 424 pacientes deste estudo encontram-se na Tabela 2. 
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4.3. Critérios e definições 

Para os propósitos de nosso estudo, o consumo de tabaco e de bebidas alcoólicas 

foi analisado de maneira dicotômica nos pacientes, classificando-os como consumidores ou 

não (CARVALHO et al., 2004). Segundo estes critérios, o consumo de 4 cigarros de palha, 4 

cachimbos cheio de tabaco ou 4 charutos é considerado equivalente a um maço de cigarros 

industrializados. De acordo com Lindhe (2005), foram considerados não-fumantes os 

indivíduos que nunca haviam fumado e os que haviam deixado de fumar pelo menos cinco 

anos antes. Para o consumo de bebidas alcoólicas foi considerado positivo quando relatado o 

uso diário de no mínimo 2 cervejas, 1 dose destilada, 2 taças de vinho, ou então, o hábito 

repetitivo de consumo de mais de 5 doses por vez, mesmo que ocasional (CARVALHO et al., 

2004). 

 Os pacientes classificados como expostos à radiação actínica foram aqueles que 

relataram atividade de trabalho com exposição solar diária desprotegida.  

A padronização da idade para caracterização da população do estudo foi realizada 

conforme critérios da OMS, que indica a idade de 60 anos como início da terceira idade nos 

países em desenvolvimento (SARINI et al., 2001). 

De acordo com critérios da União Internacional Contra o Câncer (UICC), entre os 

tumores de cabeça e pescoço, os tumores da mucosa labial e da cavidade oral são 

classificados dentro do mesmo grupo de localização anatômica (SOBIN; WITTEKIND, 

2002), integrando na CID da OMS o grupo correspondente aos seguintes códigos: C00 – 

Neoplasia maligna do lábio, C02 – Neoplasia maligna dos dois terços anteriores da língua, 

C03 – Neoplasia maligna da gengiva, C04 – Neoplasia maligna do assoalho da boca, C05 – 

Neoplasia maligna do palato duro, C06 – Neoplasia maligna de outras partes e de partes não 

especificadas da boca e C06-2 – Neoplasia maligna da área retromolar (CID-10, 1997). 

Conforme estes critérios, as seguintes localizações anatômicas com a lesão foram incluídas 
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em nosso estudo: lábio superior e inferior externo (borda do vermelhão), comissuras, mucosa 

do lábio superior e inferior, mucosa oral, mucosa da bochecha (mucosa jugal), trígono 

retromolar, sulcos buco-alveolares superior e inferior (vestíbulo da boca), gengiva, rebordo 

alveolar superior e inferior, palato duro, dois terços anteriores da língua (superfície dorsal, 

ventral e bordas lateral anterior às papilas valadas) e assoalho da boca. Foram excluídas as 

lesões encontradas em orofaringe, que inclui palato mole, base da língua, região tonsilar, 

úvula e faringe posterior.  

 Para a avaliação clínica dos pacientes com a doença, foi utilizado o sistema TNM, 

padronizado pela UICC e pela American Joint Committee on Cancer (AJCC) (SOBIN; 

WITTEKIND, 2002). Para as informações relativas ao tamanho do tumor primário (T), 

utilizamos os critérios preconizados, onde: Tis = Carcinoma in situ, 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 e T4 = Tumor que invade 

estruturas adjacentes. No entanto, para N e M, conforme informação disponível nos 

prontuários, tivemos a possibilidade de classificar os pacientes segundo a presença ou 

ausência de metástases em linfonodos regionais ou à distância. 

 Para a classificação histológica tumoral, foi utilizado o critério da OMS 

(SHANMUGARATNAM, 1991), no qual os tumores são classificados como bem, 

moderadamente ou pobremente diferenciados conforme o grau de diferenciação histológica.  

A recidiva local da neoplasia foi definida como a ocorrência de outro carcinoma na 

mesma localização anatômica, com no máximo 2 cm de distância do tumor primário 

removido cirurgicamente (BRAAKHUIS et al., 2002; DE AGUIAR et al., 2007).     

Independente dos resultados já descritos nos laudos anátomo-patológicos contidos nos 

prontuários dos pacientes, todas as lâminas foram reavaliadas pelo orientador e pelo pós-

graduando. 
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4.4. Estudo da sobrevida 

Do total de pacientes estudados, foram selecionados para o estudo de sobrevida 126 

pacientes com CEO. Como requisitos, além dos critérios anteriormente citados, estes 

pacientes deveriam possuir em seus prontuários informações suficientes relativas a pelo 

menos seis meses de sobrevida, e foram também excluídos os pacientes com tumor de 

tamanho T4. A SLD foi estimada como o tempo decorrido entre a ressecção tumoral e a 

recorrência da doença como novo tumor primário ou metástase. A SG foi calculada a partir do 

início do tratamento até o último seguimento ou óbito do paciente. As curvas de sobrevivência 

foram estimadas utilizando-se o método de Kaplan e Meier (1958). As informações clinico-

patológicas dos pacientes selecionados para esta avaliação específica encontram-se na Tabela 

6.  

 

4.5. Estudo imunohistoquímico 

Da casuística total encontrada, foram selecionadas amostras de 106 pacientes para 

realização da investigação imunohistoquímica, entre os anos de 1990 e 2002, que possuíam 

blocos de parafina disponíveis para o estudo no arquivo do Departamento de Patologia do 

HC-FMRP/USP. Além disso, para avaliação da sobrevida conforme a imunoexpressão dos 

marcadores, a seleção dos pacientes seguiu os mesmos requisitos utilizados para o Estudo da 

Sobrevida, descrito previamente. As seguintes informações foram avaliadas: idade, gênero, 

localização tumoral primária, recidivas, metástases, classificação histológica, SLD e SG. As 

informações clinico-patológicas dos pacientes selecionados para esta avaliação específica 

encontram-se na Tabela 7.  
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A seleção foi feita através da análise das lâminas arquivadas coradas pela hematoxilina e 

eosina. Nos casos em que o paciente foi submetido a mais de um procedimento diagnóstico, 

foi considerada apenas a biópsia mais representativa da lesão em estudo.  

Os blocos de parafina foram submetidos a cortes histológicos seriados de 4 µm de 

espessura (micrótomo Spencer, modelo 820, série n° 17.797), que foram colocados em 

lâminas de vidro silanizadas a 8%. Esses fragmentos foram submetidos à técnica 

imunohistoquímica segundo o método da estreptavidina-biotina-peroxidase, utilizando-se o 

Kit Universal da Novocastra® (Novostain Super ABC Kit, Universal, Novocastra 

Laboratories, Newcastle upon Tyne, UK), segundo protocolo desenvolvido pelo Laboratório 

de Proliferação Celular do Departamento de Patologia da FMRP/USP (Anexo B). Após a 

reação, as lâminas foram cobertas por lamínula, com auxílio de Permaunt® (Fischer Scientific 

Company, Fair Lawn, NJ, USA). 

Foram utilizados os seguintes anticorpos primários, nas seguintes diluições: p53 

(Novocastra Laboratories, Newcastle upon Tyne, UK, clone DO7, 1:100) e p63 (Santa Cruz 

Biotechnology, Palo Alto, USA, clone 4A4, 1:100). 

Para revelação das reações foi utilizado o diamino-benzidina (DAB) (Anexo C). 

Em todas as marcações estudadas, foram utilizados controles externos positivos e 

negativos. Para a proteína p53, foram utilizados como controle carcinomas mamários (ductal 

invasivo) sabidamente positivos para esses marcadores. Para a proteína p63, foram utilizados 

como controle fragmentos de pele normal. Os controles negativos foram preparados pela 

omissão do anticorpo primário. 

As lâminas foram analisadas em microscópio de luz convencional. Foram examinados 

todos os campos em pequeno aumento (4X) que continham tumor, sendo consideradas células 

positivas aquelas coradas de marrom após as reações. As células foram contadas nas áreas 
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(campos) em pequeno aumento que exibiam maior concentração de células positivas, com o 

auxílio de uma ocular integradora em grande aumento (40X). 

Para análise da imunoexpressão da proteína p53, foram considerados casos positivos 

aqueles com 10% ou mais de células marcadas. Segundo Hasebe et al. (1994), para avaliação 

da imunoexpressão desta proteína, o limite de 10% pode ser indicado para separação de bom e 

mau prognóstico, e este valor tem sido utilizado pela marioria dos trabalhos desta área (CHOI 

et al., 2002; CARLOS DE VICENTE et al., 2004; GRABENBAUER et al., 2000; 

KROPVELD et al., 1996; ZIGEUNER et al., 2004). Para a proteína p63, foi realizada uma 

análise semi-quantitativa em que foram avaliadas a quantidade e a intensidade do seu padrão 

de imunoexpressão, conforme o escore de marcação descrito, para a avaliação quantitativa: 0 

= ausência de marcação; 1 = 1 a 25% de células positivas; 2 = 26 a 50% de células positivas; 

3 = 51 a 75% de células positivas e 4 = mais que 75% de células positivas; para a avaliação da 

intensidade: 0 = ausência de marcação; + = fraca; ++ = moderada; +++ = forte (MASSION et 

al., 2003; WEBER et al., 2002). Apenas a marcação nuclear foi considerada para estes 

marcadores.  

 

4.6. Estudo imunohistoquímico com amostras pareadas 

Para a investigação imunohistoquímica com amostras pareadas, foram selecionados do 

total da casuística 45 pacientes que tiveram metástase cervical e foram submetidos ao 

esvaziamento cervical, entre os anos de 1990 e 2002. A seleção dos pacientes para esta 

avaliação seguiu os mesmos requisitos utilizados para o estudo da sobrevida e para o estudo 

imunohistoquímico, descritos previamente. Foram então selecionadas duas amostras por 

paciente, a área tumoral mais representativa da biópsia do tumor primário (TP) e sua 

correspondente metástase linfonodal (ML), escolhendo também o linfonodo metastático mais 

representativo, no caso de haver mais de um. Nos prontuários médicos dos pacientes, as 
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seguintes informações foram avaliadas: idade, gênero, localização tumoral primária, 

metástases, óbitos, classificação histológica, SLD e SG. As informações clinico-patológicas 

dos pacientes selecionados para este estudo específico encontram-se na Tabela 12. 

Assim como descrito previamente, foi utilizado o mesmo método de processamento 

histológico, a mesma técnica de reação imunohistoquímica, os mesmos anticorpos primários 

(p53 e p63, nas mesmas diluições), os mesmo controles externos positivos e negativos e o 

mesmo tipo de análise das lâminas. 

Para ambos marcadores imunohistoquímicos (p53 e p63), foram considerados como casos 

positivos aqueles com 10% ou mais de células marcadas (HASEBE et al., 1994). Neste estudo 

específico, o mesmo valor de cut-off  para p53 também foi escolhido para p63, com o intuito 

de evitar-se uma excessiva estratificação na classificação durante a comparação da 

imunoexpressão de p63 nas amostras pareadas. 

O padrão de imunoexpressão do TP foi comparado com aquele em sua ML 

correspondente para os 45 pacientes selecionados. As amostras pareadas foram então 

classificadas como concordantes (quando TP e ML eram ambos positivos ou negativos) ou 

discordantes (quando uma amostra era positiva e a outra negativa). 

   

 4.7. Detecção do HPV no carcinoma epidermóide oral 

As reações para detecção do DNA do HPV, que envolveu o processo de extração do 

DNA, amplificação e leitura dos resultados da PCR, foi executado no Laboratório de Genética 

Bioquímica do Departamento de Genética da FMRP/USP.   

 Os critérios de inclusão e exclusão utilizados para os pacientes deste estudo específico 

seguiram os mesmos requisitos utilizados para o Estudo da Sobrevida e para o Estudo 

Imunohistoquímico, descritos previamente. Da casuística total do trabalho, foram 

selecionados 87 pacientes enquadrados nos critérios de seleção, entre os anos de 1990 e 2002, 
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sendo investigadas para cada paciente duas amostras (TP e amostra pareada [AP]), 

correspondendo a 87 amostras de TP e 87 amostras de AP. As AP consistiram em recidivas 

tumorais, metástases em linfonodos ou casos de necrópsias, totalizando para a casuística final 

desta investigação específica o total de 174 amostras estudadas. Os casos de recidivas 

tumorais selecionados tiveram sua ocorrência na mesma localização anatômica do TP. A 

escolha da AP em linfonodo metastático foi realizada conforme descrição prévia, nos critérios 

do Estudo Imunohistoquímico com Amostras Pareadas. Os casos em que foram escolhidas 

necrópsias como AP consistiram de tumores irressecáveis, sem ocorrência de metástases. Os 

dados dos prontuários médicos relativos aos pacientes selecionados foram: idade, gênero, 

localização tumoral primária, consumo de tabaco, recidivas, metástases, classificação 

histológica, SLD e SG. As informações clinico-patológicas dos 87 pacientes selecionados 

para esta avaliação específica encontram-se na Tabela 15. 

 

 4.7.1. Extração do DNA em amostras parafinizadas 

Foram realizados dois cortes de 5 µm de espessura em cada amostra, que 

posteriormente foram colocados em um tubo plástico estéril de 1,5 ml.  

 O DNA foi isolado e purificado dos cortes de tecidos embebidos em parafina com a 

utilização do kit MagneSil® Genomic, Fixed Tissue System (Promega Corporation, Madison, 

WI, USA), conforme protocolo descrito no Anexo D. Após o procedimento, as amostras de 

DNA foram estocadas a -20 °C. 

    

 4.7.2. Reação em cadeia da polimerase  

 Segundo Kosel et al. (2003), a PCR é considerada o método mais sensitivo para a 

detecção do DNA do HPV nas diversas formas de amostras tumorais. A PCR é uma técnica 

que revolucionou a virologia, devido à sua alta sensibilidade. Caracteriza-se pela amplificação 
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de quantidades diminutas da seqüência de DNA-alvo em milhões de vezes, consistindo num 

processo térmico cíclico que inclui três etapas: desnaturação da fita dupla do DNA, 

anelamento dos iniciadores (primers) com as suas seqüências complementares de DNA-alvo e 

extensão através da enzima DNA polimerase que gera novas fitas duplas de DNA idênticas às 

seqüências alvo de interesse. A partir de então, as duplas fitas recém geradas servem como 

modelos para um ciclo de PCR subseqüente. Os primers podem ser específicos (detectam um 

subtipo viral específico) ou gerais (detectam diferentes subtipos virais) (CASTRO; 

BUSSOLOTI FILHO, 2006). 

 Todos os ensaios de PCR foram realizados em um volume de 25 µl. Nos microtubos 

devidamente identificados, foram acrescentados 5 µl do DNA genômico extraído, juntamente 

com 20 µl da mistura de reação, que consistiu em 12,5 µL de PCR Master Mix® (Promega 

Corporation, Madison, WI, USA), 1,2 µL dos primers PC03 e PC04, 4,3 µL dos primers 

GP5+ e GP6+ e 2,0 µL de água ultrapura (Direct-Q™ 5 Ultrapure Water Systems, Millipore 

Corporation, Billerica, MA, USA). Todos os primers foram utilizados em uma concentração 

de 50 µM. Os reagentes, com exceção do DNA, foram misturados em um único tubo para 

garantir a homogeneidade das reações. 

A solução de PCR Master Mix (Promega Corporation, Madison, WI, USA) consiste 

em uma pré-mistura pronta para uso contendo Taq DNA polymerase (25 U/ml), dNTPs (400 

µM de cada), MgCl2 (1,5 mM) e uma solução tampão para a reação (pH 8,5). 

 A determinação da qualidade e da integridade das amostras de DNA genômico 

extraído, assim como a confirmação da ausência de agentes de inibidores da reação de PCR, 

foram comprovadas pela amplificação de um fragmento ubíquo de DNA que contém 110 pb, 

correspondente ao gene humano beta-globina (CHEHAB et al., 1987), utilizando os primers 

PC03 (5’–ACACAACTGTGTTCACTAGC–3’) e PC04 (5’–

CAACTTCATCCACGTTCACC–3’) (Bioneer Inc., Daejeon, Korea), descritos por Saiki et 
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al. (1986). Apenas as amostras com bandas visíveis para o fragmento do gene beta-globina 

foram incluídas neste estudo. Quando o primeiro corte investigado nas amostras era negativo, 

uma nova tentativa era realizada com o segundo. 

Em todas as reações de PCR, foram utilizadas amostras de controle negativo e positivo 

para detecção de possíveis contaminações durante a reação. Para controle negativo da reação, 

ao invés das amostras de DNA genômico extraídas, foram utilizados 5 µl de água ultrapura 

(Direct-Q™ 5 Ultrapure Water Systems, Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) 

juntamente com os 20 µl da mistura de reação. Para controle positivo, a amostra genômica foi 

substituída por uma mistura diluída contendo 5 µl de células em cultura infectadas por HPV-

16 e HPV-18 (Siha e Hela, respectivamente), e adicionada com os 20 µl da mistura de reação.     

  

4.7.3. Amplificação e tipificação do HPV 

A reação de amplificação para a detecção do HPV foi realizada utilizando-se os 

iniciadores GP5+ e GP6+ (GP5+ - 5’–TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC–3’; GP6+ - 5’–

GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC–3’) (Bioneer Inc., Daejeon, Korea), conforme 

descrito por De Roda Husman et al. (1995), amplificando um fragmento de aproximadamente 

150 pb da região L1 do capsídeo viral, comum a todos os tipos de HPV. 

 Para a detecção do subtipo de HPV, foram utilizados os primers HPV-16E7.667 (5’–

GATGAAATAGATGGTCCAGC–3’) e HPV-16E7.774 (5’–

GCTTTGTACGCACAACCGAAGC–3’) para o HPV-16, e, para o HPV-18, os primers 

HPV-18E7.696 (5’–AAGAAAACGATGAAATAGATGGA–3’) e HPV-18E7.799 (5’–

GGCTTCACACTTACAACACA–3’) (Bioneer Inc., Daejeon, Korea), conforme descritos por 

Walboomers et al. (1999), que amplificam fragmentos de aproximadamente 100 pb da região 

E7 dos DNAs virais. 
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 Devido ao fato de que a amplificação de tecidos fixados em formol e arquivados em 

parafina serem menos eficiente que em amostras não processadas desta maneira, foi 

padronizado um programa de PCR personalizado para detecção geral e específica do HPV, 

com 40 ciclos de amplificação sendo realizados em um termociclador (PTC-100™, MJ 

Research, Watertown, MA, USA) da seguinte maneira: 1º ciclo – 95ºC por 5 minutos para 

desnaturação inicial, anelamento a 53ºC por 2 minutos e extensão a 72ºC por 2 minutos; os 

outros 39 ciclos seguintes foram realizados com 95ºC por 1 minuto para desnaturação, 

anelamento a 51ºC por 2 minutos e extensão a 72ºC por 2 minutos. Por último, uma extensão 

final de 72°C por 10 minutos sucedeu o último ciclo. Até a análise do produto amplificado, as 

amostras ficaram armazenadas em geladeira a 4°C. 

 

4.7.4. Separação eletroforética e análise do produto amplificado 

 Para visualização dos produtos amplificados, as amostras foram aplicadas em géis 

verticais de poliacrilamida não desnaturantes de 10 cm, submetidos a condições 

eletroforéticas e corados conforme o método descrito por Sanguinetti et al. (1994). Para todas 

as análises, foi utilizado um marcador de DNA de 50 pb (Promega Corporation, Madison, WI, 

USA).    

 Em um microtubo, foram misturados 5 µl da amostra amplificada a ser analisada com 

5 µl de solução corante tampão (900 µl de bromofenol, 900 µl de xilenocyanol, 900 µl de tris-

ácido bórico-EDTA (TBE) 10X, 4,5 ml de ficol 30%, 1,8 ml de EDTA 0,5M pH 8,0 e 3,6 

gramas de sacarose). Esta mistura foi aplicada em um gel de poliacrilamida 8%, não 

desnaturante, juntamente com amostras dos controles negativo e positivo de cada reação. 

 O gel de poliacrilamida 8% não desnaturante foi feito diluindo-se a solução de estoque 

de acrilamida para a concentração desejada, solução de TBE 10X, glicerol e água destilada 

para um volume final de 20 ml. À mistura de gel foi adicionado 600 µl de solução saturada de 
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persulfato de potássio e 15 µl de tetrametiletilenodiamina (TEMED) como catalisadores da 

reação de polimerização e imediatamente verteu-se a mesma em um cassete de tamanho 

determinado montado previamente. Este cassete era composto por duas placas de vidro 

colocadas sobre um suporte, separadas por espaçadores de teflon de 1,5 mm de espessura 

presos com grampos de aço. Logo após verter-se o gel entre as placas, foi introduzido um 

pente de teflon na borda superior até a polimerização, aguardando um tempo mínimo de 20 

minutos, para se formarem os sulcos nos quais posteriormente eram aplicadas as amostras. 

 O gel polimerizado foi montado em uma cuba de eletroforese vertical contendo 

tampão TBE (o mesmo utilizado na preparação do gel, diluído 10 vezes) em ambos os pólos. 

Após a mistura com o corante, as amostras foram aplicadas no gel, assim como os devidos 

padrões de peso molecular. Após este procedimento, o equipamento foi ligado a uma fonte de 

alta voltagem (250 volts) e submetido a 200 mA, constante, por um período de uma hora e 

meia. 

 Para revelação das bandas do material separado por eletroforese, foi utilizado o 

método preconizado por Sanguinetti et al. (1994). Neste método, a primeira etapa é a de 

fixação, onde o gel foi colocado em 100ml de solução fixadora por cinco minutos no agitador 

(Hoefer Pharmacia Biotech Inc., Red Rocker, São Francisco, CA, USA). A impregnação com 

nitrato de prata foi realizada em seguida, adicionando-se 2 ml de nitrato de prata 20% em 100 

ml de solução fixadora, permanecendo o gel em agitação por mais cinco minutos. Depois de 

descartada a solução fixadora com prata, o gel foi lavado uma vez em água corrente. Em 

seguida, foi colocada 200 ml de solução reveladora com 2 ml de formaldeído sobre o gel, o 

qual foi agitado até o aparecimento das bandas. Após o aparecimento das bandas, o gel foi 

fixado por 5 minutos em solução fixadora (sem nitrato de prata), para interromper o efeito 

revelador. Terminado este processo, procedeu-se a leitura do gel. 
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 Após a leitura, os géis foram secos para serem arquivados. A secagem foi feita 

colocando-se o gel entre duas folhas de papel celofane embebidas em água, sobre uma placa 

de vidro e em temperatura ambiente por três dias. 

   

4.8. Análises estatísticas 

Uma análise estatística descritiva foi realizada para demonstrar a distribuição das 

variáveis de estudo na amostra. Para se correlacionar idade e gênero, os dados foram 

analisados estatisticamente com o teste não-paramétrico de Mann-Whitney, sendo que as 

outras comparações estatísticas das associações entre as variáveis foram realizadas utilizando-

se os testes de Fischer ou o Qui-quadrado. Verificamos pelo método de Kaplan e Meier 

(1958), teste de Long-rank, as diferenças entre as curvas de sobrevida conforme as variáveis 

analisadas. Os referidos testes estatísticos foram realizados com o programa GraphPad Prism, 

versão 4.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). 

 Os testes da análise multivariada (Regressão de Cox) foram realizados com o 

programa Epi Info™ for Windows 3.4, desenvolvido pelo Centro para Controle e Prevenção 

de Doenças (CDC, Atlanta, GA, USA). Foram selecionados 87 pacientes que possuíam 

informações sobre todas as variáveis do estudo para a construção de modelos estatísticos para 

investigação dos grupos de variáveis independentes com características prognósticas 

preditivas. Os cálculos das Odds Ratios (OR) e seus respectivos intervalos de confiança (IC) 

também foram realizados para aferição da intensidade da associação das variáveis com o 

prognóstico da doença. Para todos os testes foi considerado um nível de significância de 5% 

(P < 0,05). 

 

4.9. Reagentes e soluções 

Os reagentes e as soluções utilizados neste trabalho estão descritos no Anexo C. 
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5. RESULTADOS 

 

Foram encontrados 424 casos de CEO diagnosticados por biópsia entre 1982 e 2002, 

período equivalente a 21 anos. Os dados coletados dos prontuários dos pacientes (idade, 

gênero, localização e tamanho tumoral primário, consumo de tabaco e bebidas alcoólicas, 

traumatismo por prótese, classificação histológica, recidivas, metástases, óbitos, exposição 

actínica e história pregressa da lesão) encontram-se na Tabela 2.  

A Tabela 2 ilustra os pacientes com CEO que relataram em seus prontuários trauma 

crônico causado por prótese dentária removível conforme a região anatômica. Nos 180 

(42,5% do total) pacientes que faziam uso de próteses removíveis, o traumatismo crônico foi 

relatado por 55 (30,6%) e os outros 125 (69,4%) negaram qualquer tipo de trauma. 

Analisando a presença deste trauma crônico de acordo com a localização anatômica primária 

do CEO, foi encontrada uma diferença significativa entre as cinco topografias avaliadas 

(excluindo-se as neoplasias de lábio inferior), com P < 0,0001. O palato duro foi a localização 

anatômica mais relacionada, sendo a única em que predominaram os relatos da presença do 

trauma crônico, contando com 22 (40%) dos 55 pacientes que relataram o trauma. 

Com relação aos 332 (78,3% do total) pacientes tabagistas, 29 (8,7%) relataram 

consumir cigarros de palha, 15 (4,5%) afirmaram fumar cachimbo e 5 (1,5%) revelaram o 

hábito de mascar fumo, sendo que os 283 (85,3%) restantes relataram o consumo de cigarros 

industrializados. Já os pacientes classificados como etilistas consumiam predominantemente 

cerveja e destilados (cachaça). A informação não estava disponível em 39 prontuários 

analisados. Não foi encontrada uma diferença significativa entre as regiões anatômicas 

avaliadas ao analisar os pacientes conforme o consumo de tabaco, álcool, ambos ou nenhum 

(P = 0,187), conforme demonstrado na Tabela 2. 
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A associação da localização anatômica com as recidivas e metástases regionais nos 

pacientes estudados está demonstrada na Tabela 2, já a associação de metástases à distância 

conforme a localização anatômica está descrita na Tabela 5. Não foi encontrada diferença 

significativa entre as diferentes localizações anatômicas ao analisar a ocorrência de recidivas 

(P=0,222), metástases regionais (P=0,159) e à distância (P=0,296). 
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Tabela 2 – Características clinicopatológicas dos 424 pacientes com carcinoma 
epidermóide oral investigados conforme a localização tumoral anatômica primária (%). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Outras localizações anatômicas incluem mucosa jugal, gengiva e lábio superior. 

 

 

 

CARACTERÍSTICA LOCALIZAÇÃO TUMORAL PRIMÁRIA 
 Língua Assoalho Láb.Inf. Palato Retromolar Outras* TOTAL 

 122 (28,8) 109 (25,7) 70 (16,5) 63 (14,8) 30 (7,1) 30 (7,1) 424 (100) 

Idade (anos)        

   ≤ 40 27 (22,1) 10 (9,2) 3 (4,3) 4 (6,4) 3 (10) 4 (13,3) 51 (12) 

   41 – 60 56 (45,9) 53 (48,6) 47 (67,1) 45 (71,4) 20 (66,7) 11 (36,7) 232 (54,7) 

   > 60 39 (32) 46 (42,2) 20 (28,6) 14 (22,2) 7 (23,3) 15 (50) 141 (33,3) 

Gênero        

   masculino 102 (83,6) 87 (79,8) 63 (90) 48 (76,2) 22 (73,3) 26 (86,7) 348 (82,1) 

   feminino 20 (16,4) 22 (20,2) 7 (10) 15 (23,8) 8 (26,7) 4 (13,3) 76 (17,9) 

Hábitos de consumo         

   tabagismo 26 (21,3) 17 (15,6) 11 (15,7) 15 (23,8) 10 (33,3) 13 (43,3) 92 (21,7) 

   etilismo 6 (4,9) 5 (4,6) 5 (7,2) 3 (4,8) 3 (10) 1 (3,3) 23 (5,4) 

   ambos 71 (58,2) 64 (58,7) 40 (57,1) 38 (60,3) 14 (46,7) 13 (43,3) 240 (56,6) 

   nenhum 8 (6,6) 9 (8,3) 8 (11,4) 3 (4,8) 2 (6,7) – 30 (7,1) 

   sem informação 11 (9) 14 (12,8) 6 (8,6) 4 (6,3) 1 (3,3) 3 (10) 39 (9,2) 

Traumatismo por prótese         

   presente 9 (7,4) 14 (12,8) – 22 (34,9) 4 (13,3) 6 (20) 55 (13) 

   ausente 44 (36,1) 39 (35,8) 14 (20) 8 (12,7) 11 (36,7) 9 (30) 125 (29,5) 

   não usa prótese 69 (56,5) 56 (51,4) 56 (80) 33 (52,4) 15 (50) 15 (50) 244 (57,5) 

Diferenciação histológica         

   Bem 56 (45,9) 58 (53,2) 36 (51,4) 22 (35) 15 (50) 13 (43,3) 201 (47,4) 

   moderada 51 (41,8) 40 (36,7) 32 (45,7) 28 (44,4) 11 (36,7) 13 (43,3) 174 (41) 

   Pouco 15 (12,3) 11 (10,1) 2 (2,9) 13 (20,6) 4 (13,3) 4 (13,3) 49 (11,6) 

Recidiva        

   sim 34 (27,9) 46 (42,2) 14 (20) 17 (27) 10 (33,3) 6 (20) 127 (30) 

   não 88 (72,1) 63 (57,8) 56 (80) 46 (73) 20 (66,7) 24 (80) 297 (70) 

Metástase        

   sim 31 (25,4) 40 (36,7) 13 (18,6) 19 (30,2) 9 (30) 10 (33,3) 122 (28,8) 

   não 91 (74,6) 69 (63,3) 57 (81,4) 44 (69,8) 21 (70) 20 (66,7) 302 (71,2) 

Óbito        

   sim 14 (11,5) 19 (17,4) 4 (5,7) 9 (14,3) 6 (20) 4 (13,3) 56 (13,2) 

   não 108 (88,5) 90 (82,6) 66 (94,3) 54 (85,7)  24 (80) 26 (86,7) 368 (86,8) 
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Tabela 3 – Distribuição dos pacientes estudados conforme o tamanho e a localização do 
tumor primário no momento da biópsia inicial (%). 

   
TAMANHO DO TUMOR 

PRIMÁRIO† 
LOCALIZAÇÃO TUMORAL PRIMÁRIA 

        

 Língua Assoalho Láb.Inf. Palato Retromolar Outras* Total 

        

T1 11 (9) 9 (8,3) 6 (8,6) 10 (15,9) 6 (20) 7 (23,3) 49 (11,5) 

T2 54 (44,3) 49 (44,9) 42 (60) 42 (66,7) 11 (36,7) 10 (33,3) 208 (49,1) 

T3 48 (39,3) 41 (37,6) 21 (30) 7 (11,1) 11 (36,7) 13 (43,3) 141 (33,3) 

T4 9 (7,4) 10 (9,2) 1 (1,4) 4 (6,3) 2 (6,6) – 26 (6,1) 

        

Total 122 (28,8) 109 (25,7) 70 (16,5) 63 (14,8) 30 (7,1) 30 (7,1) 424 (100) 

*Outras localizações anatômicas incluem mucosa jugal, gengiva e lábio superior. 
† 

Conforme classificação TNM (SOBIN; WITTEKIND, 2002). 

 

O gênero dos pacientes foi relatado em todos os prontuários, sendo 348 (82,1%) 

homens e 76 (17,9%) mulheres, resultando numa proporção masculino:feminino de 4,6:1. As 

idades na época do diagnóstico variaram de 27 a 91 anos, com uma idade média de 61 anos 

(58 anos para homens e 63 anos para mulheres). A diferença na idade de incidência do CEO 

foi significativa em relação ao gênero (P=0,031), havendo uma tendência de afetar mais 

tardiamente as mulheres (Tabela 4). Devido a esse fato, a relação entre os gêneros 

(masculino:feminino) mostrou uma variação de acordo com a idade dos pacientes, sendo de 

6,3:1 até os 60 anos e diminuindo para 2,8:1 após esta idade. 

 

Tabela 4 – Distribuição do número e porcentagem de pacientes segundo a idade e o gênero. 

‡ De acordo com (SARINI et al., 2001). 

 

 GÊNERO  

IDADE 
‡
    

 Masculino Feminino TOTAL 

≤ 60 anos 244 (70,1) 39 (51,3) 283 (66,7) 

> 60 anos 104 (29,9) 37 (48,7) 141 (33,3) 
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Tabela 5 – Distribuição dos pacientes com ocorrência de metástases à distância 
conforme a localização anatômica tumoral primária e os órgãos afetados (%). 

 LOCALIZAÇÃO TUMORAL PRIMÁRIA 
 Língua Assoalho Láb.Inf. Palato Retromolar Outras* Total 

 122 (28,8) 109 (25,7) 70 (16,5) 63 (14,8) 30 (7,1) 30 (7,1) 424 (100) 

        

Metástase à distância        

   sim 7 (5,7) 7 (6,4) - 3 (4,8) 1 (3,3) 3 (10) 21 (4,9) 

   não 115 (94,3) 102 (93,6) 70 (100) 60 (95,2) 29 (96,7) 27 (90) 403 (95,1) 

        

Órgãos afetados        

   pulmões 6 (85,7) 5 (71,4) - 2 (100) 1 (100) 3 (100) 17 (80,9) 

   fígado 1 (14,3) 1 (14,3) - - - - 2 (9,5) 

   ossos - 1 (14,3) - - - - 1 (4,8) 

   olhos - - - 1 - - 1 (4,8) 
* 

Outras localizações anatômicas são mucosa jugal, gengiva e lábio superior. 

A história pregressa das lesões até a procura pelo serviço está demonstrada na Figura 

2. Embora a maioria dos pacientes tenha procurado cuidados médicos nos primeiros seis 

meses de evolução da doença, o tempo médio encontrado foi de 13 meses. Conforme 

demonstrado na Figura 3, foi encontrada diferença significativa entre a localização anatômica 

tumoral primária e a história pregressa das lesões (P < 0,0001), sendo que houve maior atraso 

no diagnóstico dos tumores em lábio inferior. 



 84

     
Figura 2 – História pregressa da evolução dos tumores primários 
até a procura do serviço pelos pacientes (N = 398). 
† 

Dados indisponíveis em 26 prontuários analisados. 
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Figura 3 – História pregressa das lesões conforme a localização 
anatômica tumoral primária. 
* 

Outras localizações anatômicas são mucosa jugal, gengiva e lábio superior. 
**

Dados 
indisponíveis em 26 prontuários analisados.    

 
 
 

Com relação ao principal fator de risco para o CEO em lábio inferior, a exposição 

actínica desprotegida foi relatada por 51 (72,9%) dos pacientes, sendo que cinco (7,1%) 

negaram tal exposição e em 14 (20%) prontuários não havia esta informação (Figura 4). O 
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consumo de tabaco pelos pacientes estudados não apresentou influência estatisticamente 

significativa nas recidivas e metástases da doença (P=1,0) (Figura 5). 
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Figura 4 – Relatos de exposição actínica desprotegida nos 70 pacientes 
com diagnóstico de carcinoma epidermóide em lábio inferior. 

 

 

 

5.1. Estudo da Sobrevida 

Para o estudo da sobrevida, foram selecionados 126 (29,7%) pacientes do total 

estudado que tiveram o devido acompanhamento relatado em seus prontuários e 

enquadravam-se nos critérios do estudo. Além dos 26 (6,1%) pacientes que se apresentaram 

com tumores primários T4 (Tabela 3), outros 272 (64,2%) pacientes não puderam ser 

incluídos no estudo da sobrevida porque não possuíam informações suficientes em seus 

prontuários médicos. As informações clinicopatológicas dos pacientes selecionados para este 

estudo estão sumarizadas na Tabela 6. 
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Tabela 6 – Características clinicopatológicas dos 126 pacientes com 
carcinoma epidermóide oral selecionados para o estudo da sobrevida (%). 

 
CARACTERÍSTICA LOCALIZAÇÃO TUMORAL PRIMÁRIA 

 Língua Assoalho Láb.Inf. Palato Retromolar Outras* Total 

 39 (31) 38 (30,2) 13 (10,3) 13 (10,3) 12 (9,5) 11 (8,7) 126 (100) 

Idade (anos)        

  ≤ 60 26 (66,7) 21 (55,3) 7 (53,8) 6 (46,2) 7 (58,3) 6 (54,5) 73 (57,9) 

  > 60 13 (33,3) 17 (44,7) 6 (46,2) 7 (53,8) 5 (41,7) 5 (45,5) 53 (42,1) 

Gênero        

   masculino 28 (71,8) 29 (76,3) 10 (76,9) 8 (615,) 10 (83,3) 10 (91) 95 (75,4) 

   feminino 11 (28,7) 9 (23,7) 3 (23,1) 5 (38,5) 2 (16,7) 1 (9) 31 (24,6) 

Hábitos de consumo        

   tabagismo 8 (20,5) 8 (21,1) 3 (23,1) 4 (30,9) 3 (25) 5 (45,5) 31 (24,6) 

   etilismo 2 (5,1) 2 (5,3) 1 (7,6) 2 (15,4) 1 (8,3) 1 (9) 9 (7,1) 

   ambos 26 (66,7) 25 (65,7) 5 (38,5) 5 (38,5) 5 (41,7) 5 (45,5) 71 (56,3) 

   nenhum 1 (2,6) 2 (5,3) 2 (15,4) 1 (7,6) 1 (8,3) – 7 (5,6) 

   sem informação 2 (5,1) 1 (2,6) 2 (15,4) 1 (7,6) 2 (16,7) – 8 (6,4) 

Recidiva        

   sim 11 (28,2) 13 (34,2) 3 (23,1) 4 (30,8) 4 (33,3) 9 (81,8) 44 (34,9) 

   não 28 (71,8) 25 (65,8) 10 (76,9) 9 (69,2) 8 (66,7) 2 (18,2) 82 (65,1) 

Metástase        

   sim 18 (46,2) 20 (52,6) 3 (23,1) 6 (46,2) 6 (50) 6 (54,5) 59 (46,8) 

   não 21 (53,8) 18 (47,4) 10 (76,9) 7 (53,8) 6 (50) 5 (45,5) 67 (53,2) 

Óbito        

   sim 4 (10,3) 7 (18,4) 1 (7,6) 3 (23,1) 3 (25) 2 (18,2) 20 (15,9) 

   não 35 (89,7) 31 (81,6) 12 (92,4) 10 (76,9) 9 (75) 9 (81,8) 106 (84,1) 

 * 
Outras localizações anatômicas são mucosa jugal, gengiva e lábio superior. 

 

A taxa de SG em cinco anos nos pacientes estudados foi de 24,3% (desvio padrão de 

6,9%), com média de 28 meses (Figura 5). Por outro lado, a taxa de SLD em cinco anos foi de 

19% (desvio padrão de 4,1%), com média de 19 meses. 

 Analisando a sobrevida nos pacientes com recidivas e/ou metástases, ou aqueles com 

ausência de ambos (Figura 6), encontramos uma diferença significativa nas curvas de 

sobrevida (P < 0,0001). A comparação entre as curvas do tempo de sobrevida também foi 

estatisticamente diferente segundo a idade analisada (≤ 60 ou > 60 anos), com P=0,002 
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(Figura 7). Por outro lado, não houve diferença significativa de sobrevida entre as quatro 

localizações anatômicas tumorais de maior prevalência (P=0,139) (Figura 8). 
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  Figura 5 – Sobrevida global dos pacientes estudados. 
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Figura 6 – Sobrevida dos pacientes com recidivas, metástases, 
recidivas e metástases ou ausência de ambos. 
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Figura 7 – Sobrevida dos pacientes classificados conforme a idade. 
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Figura 8 – Sobrevida dos pacientes conforme as quatro localizações 
anatômicas tumorais primárias de maior prevalência.  

 

 

5.2. Estudo imunohistoquímico 

Para o estudo da imunohistoquímico, foram selecionados 106 (25%) pacientes do total 

estudado que se enquadravam nos critérios do estudo. As informações clinicopatológicas dos 

pacientes selecionados para este estudo estão sumarizadas na Tabela 7. 
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Tabela 7 – Características clinicopatológicas dos pacientes selecionados para o estudo 
imunohistoquímico (%). 
CARACTERÍSTICA LOCALIZAÇÃO TUMORAL PRIMÁRIA 

 Língua Assoalho Láb.Inf. Palato Outras* Total 

 25 (23,6) 34 (32,1) 15 (14,1) 21 (19,8) 11 (10,4) 106 (100) 

Idade (anos)       

   ≤ 60 15 (60) 27 (79,4) 7 (46,7) 13 (61,9) 5 (45,5) 67 (63,2) 

   > 60 10 (40) 7 (20,6) 8 (53,3) 8 (38,1) 6 (54,5) 39 (36,8) 

Gênero       

   masculino 19 (76) 30 (88,2) 12 (80) 19 (90,6) 9 (81,8) 89 (84) 

   feminino 6 (24) 4 (11,8) 3 (20) 2  (9,4) 2 (18,2) 17 (16) 

Diferenciação histológica       

   bem 11 (44) 19 (55,9) 8 (53,3) 5 (23,8) 5 (45,5) 48 (45,3) 

   moderada 10 (40) 9 (26,5) 7 (46,7)   11 (52,4) 4 (36,4) 41 (38,7) 

   pobre 4 (16) 6 (17,6) - 5 (23,8) 2 (18,1) 17  (16) 

Recidiva        

   não  13 (52)  15 (44,1) 5 (33,3)  10 (47,6) 4 (36,4) 47 (44,3) 

   sim 12 (48) 19 (55,9) 10 (66,7) 11 (52,4) 7 (63,6) 59 (55,7) 

Metástase       

   não 11 (44)  7 (20,6) 6 (40) 10 (47,6) 3 (27,3) 37 (34,9) 

   sim 14 (56) 27 (79,4) 9 (60) 11 (52,4) 8 (72,7) 69 (65,1) 
* Outras localizações anatômicas são mucosa jugal, trígono retromolar, gengiva e lábio superior.    

 

 

A imunoreatividade para p63 esteve presente em 93 (87,8%) tumores (Tabela 8), 

sendo que o índice de positividade celular variou de 0% a 100%. A distribuição quantitativa e 

a intensidade da imunoexpressão de p63 estão especificadas nas Tabelas 8 e 9, 

respectivamente. A imunoreatividade de p63 foi notada principalmente em tumores bem e 

moderadamente diferenciados. No entanto, sua imunoexpressão mostrou-se geralmente 

ausente em células com diferenciação terminal e em áreas com pérolas de queratina (Figura 

9).  Para a proteína p53, 56 (52,8%) dos tumores (Figura 10) mostraram-se positivos, sendo 

que a maioria dos tumores negativos mostrou um padrão bem diferenciado (Tabela 10). 
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Figura 9 – Fotomicrografia de células tumorais positivas para a 
proteína p63 (marcação nuclear escura, imunohistoquímica, x40). 

 
 

  

Figura 10 – Fotomicrografia de células tumorais positivas para a 
proteína p53 (marcação nuclear escura, imunohistoquímica, x40). 

 

 

 

 

 



 91

Tabela 8 – Distribuição quantitativa da imunoexpressão da proteína p63 associada com 
o padrão de diferenciação tumoral e com os episódios de recidivas e metástases (%). 

   

                  Imunoexpressão quantitativa de p63 

 

 0 1 2 3 4 Total 

Casos 13 (12,2) 26 (24,6) 23 (21,7) 17 (16) 27 (25,5) 106 (100) 

Diferenciação tumoral       

 bem 2 (15,4) 9 (34,6) 9 (39,1) 11 (64,7) 17 (63) 48 (45,3) 

 moderada 3 (23,1) 12 (46,2) 12 (52,2) 5 (29,4) 9 (33,3) 41 (38,7) 

 pouco 8 (61,5) 5 (19,2) 2 (8,7) 1 (5,9) 1 (3,7) 17 (16) 

Recidivas       

 não 8 (61,5) 8 (30,8) 7 (30,4) 11 (64,7) 13 (48,1) 47 (44,3) 

 sim 5 (38,5) 18 (69,2) 16 (69,6) 6 (35,3) 14 (51,9) 59 (55,7) 

Metástases       

 não 4 (30,8) 4 (15,4) 7 (30,4) 7 (41,2) 15 (55,6) 37 (34,9) 

 sim 9 (69,2) 22 (84,6) 16 (69,6) 10 (58,8) 12 (44,4) 69 (65,1) 

 

 

Não houve associação estatisticamente significativa entre a distribuição quantitativa da 

imunoexpressão da proteína p63 com recidivas e metástases tumorais (Tabela 8, P=0,439 e 

P=0,687, respectivamente). Nos tumores menos diferenciados, foi encontrada uma tendência 

para a ausência ou baixa imunoexpressão de p63 (P=0,719).  

Com relação à intensidade da imunoexpressão de p63, os casos com fraca 

imunoreatividade mostraram maior número de metástases do que aqueles com intensidade 

forte (Tabela 9). No entanto, não houve associação significativa entre a intensidade de 

imunoexpressão de p63 com a ocorrência de metástases e recidivas tumorais (P=0,244 e 

P=0,172, respectivamente). Do mesmo modo, nenhum resultado significativo foi encontrado 

com relação ao grau de diferenciação tumoral (P=0,397).  
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Tabela 9 – Distribuição da intensidade da imunoexpressão da proteína p63 associada com 
o padrão de diferenciação tumoral e com os episódios de recidivas e metástases (%). 

                   

                               Imunoexpressão quantitativa de p63 

 

 0 + + + + + + Total 

Casos 13 (12,2) 20 (18,9) 53 (50) 20 (18,9) 106 (100) 

Diferenciação tumoral      

 bem 2 (15,4) 8 (40) 26 (49,1) 12 (60) 48 (45,3) 

 moderada 3 (23,1) 8 (40) 23 (43,4) 7 (35) 41 (38,7) 

 pouco 8 (61,5) 4 (20) 4 (7,5) 1 (5) 17 (16) 

Recidivas      

 não 8 (61,5) 5 (25) 24 (45,3) 10 (50) 47 (44,3) 

 sim 5 (38,5) 15 (75) 29 (54,7) 10 (50) 59 (55,7) 

Metástases      

 não 4 (30,8) 2 (10) 19 (35,8) 12 (60) 37 (34,9) 

 sim 9 (69,2) 18 (90) 34 (64.2) 8 (40) 69 (65,1) 

 

Para a análise da imunoexpressão da proteína p53, nenhum resultado significativo foi 

encontrado ao se avaliar os episódios de recidivas tumorais e o grau de diferenciação tumoral 

(Tabela 10, P=0,845 e P=0,156, respectivamente). Por outro lado, foi encontrada uma 

associação significativa entre a imunoexpressão de p53 e a ocorrência de metástases 

(P=0,002), com predomínio nos casos p53 positivos, que mostraram alto índice de metástases 

(78,6%). 

 
Tabela 10 – Distribuição da imunoexpressão da proteína p53 associada com o 
padrão de diferenciação tumoral e com os episódios de recidivas e metástases (%). 

 
Imunoexpressão de p53 

 

    Positivo    Negativo       Total 

  Casos                  56 (52,8)                 50 (47,2)          106 (100) 

  Diferenciação tumoral 

   bem   21 (37,5)    27 (54)       48 (45,3) 

   moderada   22 (39,3)    19 (38)       41 (38,7) 

   pobre   13 (23,2)     4   (8)       17  (16) 

  Recidivas 

   não   24 (42,9)    23 (46)                     47 (44,3) 

   sim   32 (57,1)    27 (54)                     59 (55,7) 

  Metástases 

   não   12 (21,4)    25 (50)                     37 (34,9) 

   sim   44 (78,6)    25 (50)                     69 (65,1)  
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Nenhuma associação significativa foi encontrada entre a imunoexpressão quantitativa 

de p63 e p53 (P=0,438). Na análise entre a intensidade de imunoexpressão de p63 com p53, 

os casos de p63 com intensidade moderada e forte foram na maioria p53 negativos (78%), 

mas também sem alcançar resultados estatísticos significativos (P=0,212), conforme 

demonstrado na Tabela 11. 

 
Tabela 11 – Associação entre a imunoexpressão das proteínas p53 e p63 nos casos 
estudados. 

 

     Imunoexpressão de p53 

 

     positivos  negativos Total 

Casos    56 (52,8)    50 (47,2)  106 (100) 

 

Imunoexpressão de p63 

 

 Ausente    9 (16,1)    4 (8)  13 (12,2) 

 

Imunoexpressão quantitativa de p63 

  1 (1-25%)    8 (14,3)    18 (36)  26 (24,6) 

  2 (26-50%)    12 (21,4)    11 (22)  23 (21,7) 

  3 (51-75%)    9  (16,1)    8  (16)   17  (16) 

  4 (76-100%)    18 (32,1)    9  (18)  27 (25,5) 

Intensidade de imunoexpressão de p63  

   +   (fraca)    13 (23,2)    7  (14)  20 (18,9) 

  ++ (moderada)   28 (50)    25 (50)  53 (50) 

 +++ (forte)    6 (10,7)    14 (28)  20 (18,9) 

 

 

O índice de SG em cinco anos para a população estudada foi de 32% (desvio padrão 

de 7,3%), e a sobrevida média foi de 35 meses. Por outro lado, a taxa de SLD em cinco anos 

foi de 10% (desvio padrão de 3,4%), com uma SLD média de 19 meses. 

Apesar de não ter sido encontrada nenhum influência significativa nas curvas de 

sobrevida, a análise quantitativa de p63 mostrou tendência para os casos de maior quantidade 
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de imunoexpressão – classificados como 4 (75-100%) – com intervalos mais favoráveis de 

SLD e SG (P=0,271 e P=0,184, respectivamente), conforme ilustrado na Figuras 11 e 12. 
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Figura 11 – Análise das curvas de sobrevida livre da doença 
conforme a imunoexpressão quantitativa da proteína p63.  
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Figura 12 – Análise das curvas de sobrevida global 
conforme a imunoexpressão quantitativa da proteína p63. 
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Apesar de não haver diferenças estatisticamente significativas (P=0,406), os tumores 

com forte intensidade de imunoexpressão da proteína p63 tiveram os melhores intervalos de 

SLD e os tumores com ausência de p63 tiveram os intervalos mais curtos (Figura 13). Em 

relação as curvas de SG, uma significativa associação foi encontrada entre a maior 

intensidade de imunoexpressão de p63 com melhores índices de SG (P=0,008), como 

demonstrado na Figura 14. 

 

0 25 50 75 100 125
0

25

50

75

100 Ausente

Fraca

Moderada

Forte

Tempo (meses)

%
 d
e
 p
a
c
ie
n
te
s

 

Figura 13 – Análise das curvas de sobrevida livre da doença 
conforme a intensidade de imunoexpressão da proteína p63.  
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Figura 14 – Análise das curvas de sobrevida global conforme 
a intensidade de imunoexpressão da proteína p63. 
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Nenhuma diferença significativa foi encontrada para as curvas de sobrevida avaliando 

a imunoreatividade da proteína p53 em relação a SLD (P= 0,334) (Figura 15). No entanto, em 

relação a SG, os pacientes com ausência da imunoexpressão de p53 tiveram um prognóstico 

significativamente melhor (P=0,046), conforme ilustrado na Figura 16. 
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Figura 15 – Análise das curvas de sobrevida livre da 
doença conforme a imunoexpressão da proteína p53. 
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Figura 16 – Análise das curvas de sobrevida global 
conforme a imunoexpressão da proteína p53. 
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5.3. Estudo imunohistoquímico com amostras pareadas 

As características da população selecionada para este estudo (localização tumoral 

primária, idade, gênero e óbitos) estão descritas na Tabela 12.  

 
Tabela 12 – Características demográficas e clinicopatológicas dos pacientes com 
carcinoma epidermóide oral selecionados para o estudo com amostras pareadas. 
 

LOCALIZAÇÃO TUMORAL PRIMÁRIA 

  

  Assoalho  Língua  Palato  Lábio Inferior Outras†  TOTAL 

 

CASOS  14 (31,1)  12 (26,7)  8 (17,8)  6 (13,3)  5 (11,1)   45 (100) 

IDADE 

  ≤ 60  11 (78,6)  7 (58,3)  3 (37,5)  3 (50)  3 (60)   27 (60)  

  > 60  3 (21,4)  5 (41,7)  5 (62,5)  3 (50)  2 (40)   18 (40) 

GÊNERO 

  masculino 12 (85,7)  11 (91,7)  7 (87,5)  5 (83,3)  3 (60)   38 (84,4) 

  feminino 2 (14,3)  1 (8,3)  1 (12,5)  1 (16,7)  2 (40)   7 (15,6)  

ÓBITO 

  não  7 (50)  4 (33,3)  4 (50)  3 (50)  3 (60)   21 (46,7) 

  sim  7 (50)  8 (66,7)  4 (50)  3 (50)  2 (40)   24 (53,3) 

 
†  Outras localizações anatômicas incluem trígono retromolar, mucosa jugal, lábio superior e gengiva 

 

A análise imunohistoquímica mostrou imunoexpressão das proteínas p53 e p63 em 17 

(37,8%) e 23 (51,1%) dos TP, respectivamente. Para as ML, um aumento na imunoexpressão 

de ambas as proteínas foi registrado, subindo para 23 (51,1%) e 26 (57,8%) casos para p53 e 

p63, respectivamente. 

Analisando o grau histológico de diferenciação dos tumores conforme a 

imunoexpressão das proteínas, foi encontrada uma fraca associação entre a positividade 

aumentada de p53 com o baixo nível de diferenciação tumoral. No entanto, esta associação 
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não demonstrou resultados estatisticamente significativos (P=0,318 e P=0,080, para p53 e 

p63, respectivamente) (Tabela 13).  

 
Tabela 13 – Grau de diferenciação histológico tumoral em todas as amostras estudadas 
agrupados conforme os resultados de imunoexpressão das proteínas p53 e p63 (%).  
 

DIFERENCIAÇÃO HISTOLÓGICA 
p53 

+                       - 

p63 

+                        - 
TOTAL 

BEM 

MODERADA 

POUCO 

16 (36,4)            28 (63,6) 

16 (51,6)            15 (48,4) 

8 (53,3)              7 (46,7) 

17 (38,6)      27 (61,4) 

20 (64,5)      11 (35,5) 

6 (40)          9 (60) 

44 (100) 

31 (100) 

15 (100) 

    

  

 A maioria dos casos demonstrou concordância nos padrões de imunoexpressão de 

ambas as proteínas, mantendo o modelo de imunoexpressão do TP na ML. Para p53, a 

concordância foi de 73,3% (33 casos), e para p63, foi de 53,3% (24 casos). No entanto, foram 

encontrados alguns casos discordantes entre TP e ML, predominantemente para p63 (46,7%, 

correspondendo a 21 casos). A Tabela 14 demonstra os padrões de imunoexpressão 

concordantes ou discordantes encontrados nas amostras pareadas. Apesar da diferença, 

nenhuma associação estatisticamente significativa foi observada entre as duas proteínas 

estudadas (P=0,079). 
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Tabela 14 – Resultados dos padrões de imunoexpressão dos tumores primários 
comparados com suas respectivas metástases linfonodais, demonstrando a concordância 
ou discordância nos 45 pacientes avaliados (%).  
 

‡
 Número de pacientes avaliados. 

 

 

  A taxa de SG em cinco anos foi de 21,5% (desvio padrão de 8,6%), com média de 20 

meses. Por outro lado, a SLD em dois anos foi de 20% (desvio padrão de 9,1%), com média 

de 10 meses.  

Os pacientes positivos para p63 nas ML tiveram significativamente melhores índices 

de SG e SLD (P=0,049 e P=0,006, respectivamente). Os tumores negativos para p63 tiveram 

as menores taxas de SG e SLD, conforme demonstrado nas Figuras 17 e 18, respectivamente. 

 

 

 

 

 
TUMOR PRIMÁRIO  x  METÁSTASE LINFONODAL 

 
 
 

 
p53 
 
 
 

N 
‡
  

 
p63 
 
 
 

N 

 
 
 

CONCORDÂNCIA 

  

- - 19 (42,2) 10 (22,2) 

+ + 14 (31,1) 14 (31,1) 

DISCORDÂNCIA   

- + 9 (20) 12 (26,7) 

+ - 3 (6,7) 9 (20) 

 TOTAL 
45 (100) 

 
45 (100) 
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Figura 17 – Comparação das curvas da sobrevida global nos 
pacientes estudados conforme o padrão de imunoexpressão de 
p63 no tumor primário e em sua respectiva metástase linfonodal. 

 * +   + = Positivo em ambas amostras, -   - = Negativo em ambas amostras,  
   -   + = Positivo na amostra complementar, +   - = Positivo no tumor primário. 
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Figura 18 – Comparação das curvas da sobrevida livre da 
doença nos pacientes estudados conforme o padrão de 
imunoexpressão de p63 no tumor primário e em sua 
respectiva metástase linfonodal. 

* +   + = Positivo em ambas amostras, -   - = Negativo em ambas amostras,  
   -   + = Positivo na amostra complementar, +   - = Positivo no tumor primário. 
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Analisando as curvas de sobrevida conforme a imunoexpressão de p53, foi encontrada 

diferença significativa entre as curvas de SLD para os pacientes positivos (≥10%) ou 

negativos (<10%), sendo mais favoráveis para os tumores negativos nas ML, com P=0,009, 

conforme demonstrado na Figura 19. No entanto, em relação a SG, não foram encontradas 

diferenças significativas, com P=0,129, conforme demonstrado na Figura 20. 
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Figura 19 – Comparação das curvas da sobrevida livre da doença 
nos pacientes estudados conforme o padrão de imunoexpressão de 
p53 no tumor primário e em sua respectiva metástase linfonodal. 

* +   + = Positivo em ambas amostras, -   - = Negativo em ambas amostras,  
      -   + = Positivo na amostra complementar, +   - = Positivo no tumor primário. 
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Figura 20 – Comparação das curvas da sobrevida global nos 
pacientes estudados conforme o padrão de imunoexpressão de p53 
no tumor primário e em sua respectiva metástase linfonodal. 

  * +   + = Positivo em ambas amostras, -   - = Negativo em ambas amostras,  
      -   + = Positivo na amostra complementar, +   - = Positivo no tumor primário. 
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5.4. Detecção do HPV no carcinoma epidermóide oral 

De maneira semelhante ao estudo anterior, foram selecionadas duas amostras pareadas 

para cada paciente selecionado para este trabalho. Portanto, dos 87 pacientes selecionados 

para este estudo, foram selecionadas 174 amostras de CEO, incluindo 87 TP como amostras 

iniciais, além de 49 casos de recidivas, 28 metástases cervicais linfonodais e 10 casos de 

tumores irressecáveis em que foram selecionadas amostras tumorais de necropsias como AP. 

Na amplificação com os primers PC03 e PC04, utilizados como controle interno da reação 

para detecção do gene da beta-globina, o DNA amplificado foi encontrado em todas as 174 

amostras estudadas. As informações clinicopatológicas dos pacientes selecionados para este 

estudo estão sumarizadas na Tabela 15. 

Tabela 15 – Características clinicopatológicas dos pacientes com carcinoma 
epidermóide oral selecionados para o estudo de detecção do HPV.  

 

LOCALIZAÇÃO TUMORAL PRIMÁRIA 

   

Assoalho  Língua  Palato duro Lábio inf. Outras*  TOTAL 

 

CASOS  26 (29,9)  22 (25,3)  17 (19,5)  13 (14,9)  9 (10,4)  87 (100) 

Idade 

≤ 60 anos  21 (80,8)  13 (59,1)  10 (58,8)   6 (46,2)  4 (44,4)  54 (62,1) 

> 60 anos   5 (40,9)   9 (40,9)   7 (41,2)   7 (53,8)  5 (55,6)  33 (37,9) 

Gênero 

masculino 24 (92,3)  16 (72,7)  15 (88,2)  11 (84,6)  7 (77,8)  73 (83,9) 

feminino   2 (7,7)   6 (27,3)   2 (11,8)   2 (15,4)  2 (22,2)  14 (16,1)  

Recidiva 

não  13 (50)   8 (36,4)   8 (47,1)   7 (53,9)  4 (44,4)  40 (46) 

sim  13 (50)  14 (63,6)   9 (52,9)   6 (46,1)  5 (55,6)  47 (54) 

Metástase 

não  14 (53,9)  15 (68,2)  10 (58,8)   6 (46,1)  5 (55,6)  50 (57,5) 

sim  12 (46,1)   7 (31,8)   7 (41,2)   7 (53,9)  4 (44,4)  37 (42,5) 

Óbito 

não  17 (65,4)  11 (50)  11 (64,7)  10 (76,9)  5 (55,6)  54 (62,1) 

sim   9 (34,6)  11 (50)   6 (35,3)   3 (23,1)  4 (44,4)  33 (37,9) 

* Outras localizações anatômicas incluem trígono retromolar, mucosa jugal, lábio superior e gengiva.   
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O controle positivo para o HPV foi amplificado em todas as reações. A amplificação 

com os primers GP5+ e GP6+ mostrou a presença do DNA viral em 18 das 174 (10,4%) 

amostras de CEO testadas (Figura 21), correspondendo a 17 dos 87 (19,5%) pacientes 

estudados. Foram 13 pacientes do gênero masculino e quatro do feminino os pacientes com 

positividade para o DNA do HPV, com uma relação masculino:feminino de 3,25:1. No 

entanto, o índice total de positividade para os pacientes do gênero masculino foi menor do que 

no gênero oposto (17,8% vs. 28,6%). As idades encontradas nos pacientes deste estudo 

variaram de 46 a 90 anos, com média de 59 anos (Tabela 16). 

  

Tabela 16 – Características clinicopatológicas dos 17 pacientes diagnosticados com 
carcinoma epidermóide oral e com positividade para o DNA do HPV.  
 

Nº Idade Gênero  Consumo de Tabaco TP  AC              Diferenciação 

           TP AC 

1 60 F  nega   línguaA  recidivaA  B M 

2 54 M  confirma   línguaC  recidivaN  B B 

3 60 M  confirma   línguaC  recidivaN  B B 

4 61 F  nega   línguaB  recidivaN  M B 

5 90 F  nega   línguaB  recidivaN  B B 

6 53 M  confirma   assoalhoN  recidivaA  B B 

7 53 M  nega   assoalhoC  recidivaN  M M 

8 57 M  confirma   assoalhoN  metastaseD B B 

9 46 M  confirma   assoalhoN  metastaseC B B 

10 62 M  confirma   lábio inferiorC recidivaN  B B 

11 71 M  confirma   lábio inferiorN metastaseD B B 

12 71 F  nega   lábio inferiorN recidivaA  M P 

13 59 M  nega   palato duroD recidivaN  M M 

14 57 M  confirma   palato duroD recidivaN  B M 

15 47 M  nega   palato duroC metastaseN B M 

16 50 M  confirma   palato duroN recidivaB  B M 

17 53 M  confirma   retromolarN necrópsiaD P P 
 

M = masculino; F = feminino; TP = tumor primário; AC = amostra complementar; A = positivo para HPV-16, B = positivo para HPV-18, 
C = positivo para ambos; D = subtipo de HPV não identificado; N = DNA viral ausente; diferenciação histológica: B = bem, M = 
moderada, P = pobre.  

 

Com relação ao gênero dos pacientes com tumores portadores do DNA do HPV, foram 

encontradas cinco amostras positivas correspondentes a quatro pacientes do gênero feminino, 



 104

porque uma paciente teve suas duas amostras avaliadas com positividade para o DNA viral 

(TP e AP). Além disso, quatro das cinco amostras HPV positivas do gênero feminino foram 

detectadas na língua (Tabela 16). No entanto, nenhuma diferença significativa foi encontrada 

ao analisar a presença do DNA do HPV conforme o gênero, com P=0,460 (Figura 22), assim 

como também em relação a idade P=0,418, como demonstrado na Figura 23. Na classificação 

histológica dos tumores, a maioria das amostras positivas para o DNA do HPV foram bem 

diferenciadas (11 amostras – 61,1%). Contudo, nenhuma associação estatisticamente 

significativa foi encontrada, com P=0,296, conforme demonstrado na Tabela 17. 

  
Tabela 17 – Distribuição dos pacientes com carcinoma epidermóide oral avaliados 
conforme o grau de diferenciação histológico e a presença do DNA do HPV (%). 
 

    HPV – HPV + Total 

 

Diferenciação histológica 

  

bem    75 (48,1)  12 (66,7)  87 (50)  

moderada   62 (39,7)  4 (22,2)  66 (37,9) 

pobre   19 (12,2)  2 (11,1)  21 (12,1) 

 

Total   156 (100)  18 (100)  174 (100) 
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Figura 22 – Distribuição dos pacientes com carcinoma epidermóide 
oral avaliados conforme o gênero e a presença do DNA do HPV. 
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Figura 23 – Distribuição dos pacientes com carcinoma epidermóide 
oral avaliados conforme a idade e a presença do DNA do HPV. 

 

 

Em relação ao consumo de tabaco, uma quantidade significativamente maior de 

amostras positivas para o DNA viral foi encontrada nos pacientes não fumantes (P=0,013), 

como demonstrado na Tabela 18. 

 
Tabela 18 – Presença do DNA do HPV nos pacientes com 
carcinoma epidermóide oral conforme o consumo de tabaco (%). 
  

    Presença do DNA do HPV    

 

    HPV – HPV + Total 

  Hábito  

 

  fumantes  61 (87,1)  10 (58,8)  71 (81,6) 

 

  não fumantes 9 (12,9)  7 (41,2)  16 (18,4) 

 

  Total  70 (100)  17 (100)  87 (100) 

 

    

De todas as 87 amostras de TP analisadas, foram encontradas 10 (11,5%) com 

positividade para o DNA do HPV. Nas 87 AP investigadas, a presença do DNA viral foi 

observada em 8 (9,2%) amostras tumorais estudadas, consistindo em 4 (4,6%) recidivas, 3 

(3,5%) metástases linfonodais cervicais e 1 (1,1%) necropsia. A língua foi a localização 
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anatômica mais comumente encontrada com HPV, seguida do palato duro, com 6 (33,3%) e 4 

(22,2%) das 18 amostras positivas, respectivamente. O assoalho oral demonstrou a presença 

viral em 3 AP, consistindo 2 delas em metástases cervicais. 

A presença dos subtipos HPV-16 e 18 foi detectada respectivamente em 4 (22,2%) e 3 

(16,7%) das 18 amostras de CEO positivas para o DNA do HPV (Figura 24), e em 6 (33,3%) 

amostras investigadas foram encontrados ambos os subtipos virais. O subtipo de HPV não foi 

identificado em 5 (27,8%) amostras estudadas (Tabela 16). 

 

Figura 21 – Mobilidade eletroforética dos produtos amplificados do gene da beta-
globina e da região L1 do DNA genômico do HPV, em gel de poliacrilamida não-
desnaturante a 8%. 
1 – Amostra positiva para o gene da beta-globina e negativa para o HPV; 2 – Amostra positiva para o gene da beta-globina e 
para o HPV; 3 – Controle negativo da reação; 4 – Controle positivo da reação (Siha + Hela, 1:10); M – Marcador de 50 pb. 

 

 

Figura 24 – Mobilidade eletroforética da amplificação do gene E7 para detecção 
dos subtipos do HPV, em gel de poliacrilamida não-desnaturante a 8%. 
M – Marcador de 50 pb; 1 – Amostra positiva para o gene E7 do HPV-16; 2 – Amostra negativa para o 
gene E7 do HPV-16; 3 – Amostra positiva para o gene E7 do HPV-18; 4 – Amostra negativa para o gene 
E7 do HPV-18; 5 – Controle negativo da reação; 6 – Controle positivo da reação (Siha ou Hela, 1:10).
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 O período de SG dos pacientes selecionados para este estudo variou de seis a 118 

meses, com um tempo médio de SG de 38 meses e uma SG em cinco anos de 28,6% dos 

pacientes. O tempo de SLD médio encontrado foi de 13 meses e a SLD em dois anos foi de 

29% dos pacientes, em um período que variou de seis a 90 meses. As ocorrências de óbitos 

foram encontradas em 33 (37,9%) pacientes, sendo nove com positividade para o DNA do 

HPV e 24 com negatividade. Os pacientes negativos para o DNA do HPV tiveram uma SG 

média de 37 meses e uma SG em cinco anos de 29,9% dos pacientes. Por outro lado, nos 

pacientes positivos para o DNA do HPV, a SG média foi de 35 meses e a SG em cinco anos 

foi de 28,5%. Apesar do melhor tempo de SG e SLD dos pacientes com CEO sem a presença 

do DNA do HPV, não foram encontradas diferenças significativas através das comparações 

das curvas de sobrevida entre os dois grupos de pacientes (SG – P=0,859 e SLD – P=0,254). 

Por este motivo, esta variável foi excluída do teste da análise multivariada destes 87 pacientes 

(ver adiante, Tabela 19). As curvas de SG e SLD entre os dois grupos são apresentadas nas 

Figuras 25 e 26, respectivamente.   
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Figura 25 – Sobrevida livre da doença dos pacientes com carcinoma 
epidermóide oral avaliados conforme a presença ou ausência do DNA 
do HPV. 
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Figura 26 – Sobrevida global dos pacientes com carcinoma epidermóide 
oral avaliados conforme a presença ou ausência do DNA do HPV. 

 

 

 

 5.5. Análise multivariada dos fatores clinicopatológicos e moleculares associados 

ao prognóstico dos pacientes com carcinoma epidermóide oral 

 

 Na análise multivariada (regressão de Cox), as variáveis independentes com 

diferenças estatisticamente significativas relacionadas ao prognóstico da doença 

foram a idade [OR=3,9 (95% IC – 0,37-4,2) P=0,0001], a localização anatômica 

tumoral (P=0, 0037) e a expressão da proteína p53 [OR=2,91 (95% IC – 1,18-7,19) 

P=0,0023], conforme demonstrado na Tabela 19. A análise da presença do DNA do 

HPV com as curvas de sobrevida não foi incluída na análise multivariada por ter 

apresentado resultado não significativo na análise univariada prévia. 
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Tabela 19 – Sobrevida global acumulada nos 87 pacientes com carcinoma 
epidermóide oral conforme as variáveis investigadas. 

Variáveis Categoria Casos Sobrevida Global em 5 anos (%) Valor de P*
 A 

Idade ≤ 60 

> 60 

54 

33 

40,8 

9,1 
0,0001 

Gênero  masculino 

feminino 

73 

14 

23,7 

31,5 
0,0516 

Localização anatômica língua 22 16,1  

0,0037 assoalho 26 13,5 

palato 17 26,7 

lábio inferior 13 39,4 

outras
†
 9 35,5 

História pregressa ≤ 3 meses 21 28,7  

0,8552 > 3 ≤ 6 meses 32 25,5 

> 6 ≤ 9 meses 17 29,4 

> 9 meses 17 26,4 

Consumo de tabaco sim 

não 

71 

16 

26,9 

32,7 
0,7873 

Consumo de álcool sim 

não 

66 

21 

22,9 

29,7 
0,8142 

Trauma crônico presente 

ausente 

15 

72 

27,6 

26,8 
0,9977 

Diferenciação histológica bem 47 19,7  

0,2983 moderada 31 25,9 

pouco 9 22,1 

Recidiva sim 

não 

47 

40 

22,8 

30,5 
0,4853 

Metástase sim 

não 

37 

50 

22,9 

29,7 
0,7152 

Tratamento cirurgia 17 24,5  

0,7064 cirurgia e RT 43 30,9 

cirurgia, RT e QT 18 21,2 

RT 1 - 

RT e QT 8 22,5 

p53 positivo 

negativo 

44 

  43 

13,8 

37,9 
0,0023 

p63 positivo 

negativo 

56 

31 

28,5 

25,3 
0,2080 

* Resultados significativos com P < 0,05. A Teste Log-rank. 
† 

Outras localizações anatômicas incluem 
mucosa retromolar e jugal, gengiva e lábio superior. RT= Radioterapia, QT= Quimioterapia. 
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6. DISCUSSÃO 

 

O CEO é uma doença de características heterogêneas, com padrões distintos de 

apresentação e de comportamento biológico. Por estes motivos, ainda não foi esclarecido 

porque alguns pacientes com o mesmo estadiamento tumoral e localização anatômica primária 

evoluem melhor do que outros. 

Alguns fatores precisam ser considerados ao analisar os resultados deste trabalho. Os 

dados pertencem a uma população específica em tratamento no HC/FMRP-USP, que constitui 

um centro de referência terciária regional, sendo a maioria dos pacientes proveniente de fora 

de Ribeirão Preto (COSTA, 2005). Além disso, por se tratar de um estudo retrospectivo, o 

mesmo fica sujeito a limitações relacionadas ao registro, conteúdo e disponibilidade das 

informações nos prontuários médicos. Entretanto, os resultados obtidos acompanham a 

tendência de outros estudos nacionais, onde Pithan et al. (2004) encontraram 400 casos em 26 

anos de estudo e Souza et al. (1996) estudaram 654 casos num período de 22 anos. Em um 

outro estudo retrospectivo de 11 anos, foram descritos 740 casos (GERVASIO et al., 2001). 

No entanto, estes estudos incluem também algumas lesões em orofaringe, como palato mole e 

base de língua, distorcendo um pouco o perfil dos pacientes com lesões exclusivas em boca. 

 A distribuição dos pacientes conforme a idade foi concordante com outros trabalhos da 

literatura, com um pico de incidência na 6ª década de vida (OLIVER et al., 1996; SOUZA et 

al., 1996; COSTA, 2005). Embora alguns estudos indiquem um aumento da prevalência do 

CEO em adultos jovens (IYPE et al., 2001; LLEWELLYN et al., 2001), a incidência 

encontrada em nosso trabalho não foi tão alta, sendo semelhante ao estudo de Martin-Granizo 

et al. (1997).  

 O fator geográfico é influenciado pelo meio ambiente e pela condição sócio-

econômica, que refletem os hábitos e influenciam na prevalência da neoplasia nos indivíduos 
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de determinada região. O gênero masculino é provavelmente mais acometido no CEO pela 

maior exposição aos conhecidos agentes carcinogênicos associados a este tipo de doença, 

confirmando os achados de Costa (2005). Contudo, apesar da estimativa de que a prevalência 

tenderia à igualdade entre os gêneros devido ao aumento do consumo de tabaco entre as 

mulheres (CHARABI et al., 2000), observa-se que a neoplasia continua afetando 

predominantemente pacientes do gênero masculino. A relação de distribuição encontrada 

entre os gêneros foi de 4,6:1 (masculino:feminino), sendo maior do que a observada em 

outros estudos nacionais (SOUZA et al., 1996; CARVALHO et al., 2001; GERVASIO et al., 

2001; PITHAN et al., 2004). Quanto à interação entre gênero, idade e prevalência da 

neoplasia, são nítidas as alterações antes e após os 60 anos, de 6:3 para 2,8:1, 

respectivamente. Esta interação também foi confirmada por outros autores (HOROWITZ et 

al., 1996; CARVALHO et al., 2001; PERUSSI et al., 2002), indicando um nítido aumento na 

prevalência da doença para o gênero feminino após os 60 anos, sugerindo que, além das 

diferenças na expectativa de vida, as mulheres expõem-se em menor quantidade ou mais 

tardiamente aos fatores de risco da doença. Portanto, na população estudada, confirmando os 

achados de Costa (2005), ainda é o homem quem mais se expõe aos fatores de risco, sendo a 

mulher mais preservada destas influências e com menor prevalência de CEO.  

 A combinação do tabagismo com o etilismo é confirmada como o principal fator de 

risco para o desenvolvimento do CEO (TALAMINI et al., 1990), e foi relacionada por 

Rothman (1980) a um risco 15 vezes maior de se adquirir a doença. Em estudo anterior 

realizado na população brasileira, o uso exclusivo do tabaco nos pacientes estudados foi 

superior ao encontrado pelo nosso (31,9% vs 21,7%) (GERVASIO et al., 2001). Da mesma 

forma, em nossa casuística, 56,6% dos pacientes relataram a combinação de tabaco e álcool, 

dados um pouco inferiores aos encontrados por Gervasio et al. (2001) (63,8%). Apesar destes 

dois fatores de risco estarem também associados ao prognóstico da doença (MANSOUR et 
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al., 2003), assim como no estudo de Kerdpon e Sriplung (2001), não encontramos influência 

significativa destes hábitos na ocorrência das recidivas e metástases.  

 Estudos epidemiológicos mostram alta variabilidade entre as regiões anatômicas 

acometidas por este tipo de carcinoma. A língua, o assoalho oral e o lábio inferior são as 

localizações mais comumente relatadas (OLIVER et al., 1996; GERVASIO et al., 2001; 

DEDIVITIS et al., 2004). Este estudo mostra concordância com a literatura (DEDIVITIS et 

al., 2004; PITHAN et al., 2004, COSTA, 2005), sendo a língua a topografia mais freqüente, 

com 28,8% dos casos de CEO. 

 Alguns trabalhos demonstram o lábio inferior como a região anatômica mais afetada 

por este tipo de carcinoma, sobretudo em países como Grécia, Nova Zelândia e Austrália 

(ANTONIADES et al., 1995; COX et al., 1995; SUGERMAN et al., 2002). Segundo 

Dedivitis et al. (2004), o carcinoma labial tem um comportamento biológico diferente do 

intra-oral, assemelhando-se mais ao carcinoma epidermóide da pele exposta ao sol. No 

entanto, apesar de alguns estudos excluírem o CEO em lábio inferior (OLIVER et al., 1996; 

DEDIVITIS et al., 2004), esta localização é classificada pela UICC como uma neoplasia oral 

(ORD, 1996). Nosso estudo detectou 16,5% dos pacientes com este tipo de carcinoma, maior 

do que a quantidade encontrada por outros estudos realizados em nosso país, que foram de 

14,7% (MOREIRA et al., 1997) e 9,7% (PITHAN et al., 2004). Dos pacientes encontrados 

com lesões tumorais labiais, 72,9% confirmaram a exposição actínica desprotegida. O fato de 

ser um país tropical e uma região com indivíduos que exercem atividades rurais expostos à 

radiação ultravioleta sem proteção adequada pode explicar esta prevalência, que pode também 

estar subestimada, devido ao fato de que boa parte destas neoplasias, sobretudo em fases mais 

precoces, pode ser encaminhada a cirurgiões plásticos. Embora este tumor seja tipicamente 

diagnosticado e tratado no estágio inicial, a negligência do paciente em procurar tratamento 

pode resultar em prognósticos desfavoráveis.  
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 Apesar de ser um tema controverso na literatura, a irritação crônica é considerada por 

alguns autores como um fator carcinogênico promotor do CEO (SCIUBBA, 2001). Pérez et 

al. (2005) demonstraram experimentalmente que úlceras orais traumáticas crônicas podem 

atuar na promoção tumoral das regiões com alterações genéticas tumorais já iniciadas. Na 

cavidade oral, carcinógenos como tabaco e álcool podem desencadear a iniciação tumoral 

sobre extensas áreas, contribuindo para o fenômeno de cancerização em campo 

(SLAUGHTER et al., 1953). Foi observada diferença significativa nos relatos de trauma entre 

as regiões anatômicas analisadas no presente estudo, sendo o palato duro a região mais 

relacionada. 

 O diagnóstico precoce do CEO tem um papel fundamental em seu prognóstico, porém, 

infelizmente, a taxa de crescimento tumoral costuma ser mais rápida do que a evolução de 

seus sintomas (WILDT et al., 1995). Apesar de serem escassos os estudos associando o perfil 

dos pacientes conforme o tempo de evolução das lesões, é consenso na literatura que os 

pacientes diagnosticados em estágio tardio da doença têm maiores índices de mortalidade 

(OLIVER et al., 1996). Por outro lado, se a neoplasia for detectada precocemente e o 

tratamento for imediato, o paciente tem cerca de 85% de chance de cura (CARVALHO, 

2003), desde que controlados os fatores de risco. De acordo com Kowalski e Souza (2001), as 

causas mais importantes do atraso no diagnóstico são a evolução inicial oligosintomática, o 

reduzido conhecimento sobre a doença entre pacientes e profissionais, o medo do paciente em 

relação ao diagnóstico e as dificuldades ao acesso médico. O tempo médio que os pacientes 

demoram a procurar cuidados profissionais varia de três a cinco meses para o CEO (WILDT 

et al., 1995), menor do que o tempo médio encontrado em nosso estudo, que foi de 13 meses, 

influenciado principalmente pela demora no diagnóstico das lesões labiais. Por este motivo, 

foi encontrada correlação significativa entre este tempo e a topografia da lesão, sendo as 

lesões labiais diagnosticadas mais tardiamente do que as outras regiões. Segundo Antunes e 
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Antunes (2004), os lábios são freqüentemente acometidos por enfermidades como herpes, 

úlceras simples, fissuras e granulomas. Tal fato sugere que, possivelmente, a alta freqüência 

de lesões benignas possa levar o paciente a postergar a procura profissional. Por outro lado, 

assim como Wildt et al. (1995), não encontramos significância estatística entre a história 

prévia da doença conforme os gêneros e o tempo de sobrevida do paciente. 

 A maioria das metástases linfáticas do CEO é encontrada na região cervical, sendo 

considerado por vários autores como o mais significativo fator prognóstico da doença 

(OKADA et al., 2003; SHAH et al., 1990). De acordo com isso, os pacientes sem recidivas e 

metástases em nosso estudo tiveram uma sobrevida maior do que aqueles que apresentaram 

recidivas, metástases ou ambos.  

 Segundo Jones et al. (1994), o risco de ocorrência de recidivas ou de um segundo 

tumor primário varia entre 4,3-30% e a incidência de metástases linfonodais cervicais relatada 

na literatura varia de 35,3-60% (NAKAYAMA et al., 1999; WOOLGAR, 1999; OKADA et 

al., 2003). A incidência de recidivas encontrada em nosso trabalho (30%) diferiu pouco da 

literatura. Entretanto, a ocorrência de metástases linfonodais (28,8%) mostrou-se inferior a 

outros estudos, exceto quando comparado aos resultados de Oliver et al. (1996), que 

encontraram apenas 18,5% dos casos com metástases linfonodais cervicais. A principal 

discrepância encontrada foi para os casos de língua, que tiveram apenas 25,4% de metástases 

linfonodais, sendo a incidência relatada na literatura de 37-55% (SHINTANI et al., 1997; 

WOOLGAR, 1999). Esta variação pode ser decorrente dos critérios de seleção aplicados em 

outros estudos, onde muitos incluem também as lesões em base de língua, que são detectadas 

mais tardiamente pela sua localização de difícil acesso e tendem a disseminar suas metástases 

devido ao atraso de seu diagnóstico. 

Como a maioria dos prontuários estudados era desprovida de informações sobre o 

estadiamento tumoral, selecionamos os pacientes em um grupo mais homogêneo para a 
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realização do estudo da sobrevida. Desta forma, para se evitar a influência das diferentes 

estratégias terapêuticas e assegurar maior homogeneidade amostral na avaliação do 

prognóstico dos pacientes estudados, fez-se importante a seleção dos tumores primários 

desprovidos de lesões multicêntricas e de comprometimento metastático linfonodal. Pelo 

mesmo motivo, também foram excluídos os tumores classificados como T4. Além disso, foi 

necessária também a realização de uma criteriosa seleção da localização anatômica tumoral 

primária, sendo selecionadas para o presente estudo somente as lesões orais. Segundo Ha e 

Califano (2004), os diversos estudos prognósticos que agrupam tumores orofaríngeos no 

estudo do prognóstico do CEO refletem a dificuldade de separação entre os locais onde 

ocorrem os tumores, uma vez que entre a cavidade oral e a orofaringe não existe limite 

preciso para classificação anatômica da doença, além do difícil acesso. Entretanto, estes 

tumores podem apresentar um comportamento biológico específico, com diferentes respostas 

à radioterapia, assim como outras características clínicas e prognósticas que podem diferir do 

CEO (HA; CALIFANO, 2004). 

 A padronização da idade para caracterização da população idosa não é consenso na 

literatura, no entanto, apesar de vários autores optarem por valores mais amplos, foi utilizado 

o critério da OMS que indica a idade de 60 anos como início da 3ª idade nos países em 

desenvolvimento (SARINI et al., 2001). Ao contrário de Perussi et al. (2002), foi encontrado 

um comportamento diferente entre os grupos de idade, demonstrando diferenças significativas 

nas curvas de sobrevida, sugerindo que a diminuição da sobrevivência nos pacientes mais 

idosos pode ocorrer devido a maior incidência de doenças debilitantes ou comorbidades, 

maiores seqüelas pós-tratamento e complicações associadas ao processo fisiológico de 

envelhecimento.  

 A análise do CEO como um grupo pode ocultar importantes diferenças de sobrevida 

nos sítios anatômicos tumorais específicos. A investigação do perfil e da sobrevida dos 
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pacientes conforme as regiões anatômicas específicas orientam campanhas de prevenção 

educativas para o diagnóstico precoce e tratamento desta doença, que quase sempre começa 

num local de fácil visualização para o próprio paciente. Por este motivo, muitos autores 

consideram os tumores em lábio inferior com um melhor prognóstico quando comparados aos 

que acometem língua e assoalho, também devido a freqüente presença de metástases 

linfonodais cervicais nestes últimos (BELTRAMI et al., 1992). Em um trabalho com critérios 

semelhantes aos nossos, as taxas observadas de SG em cinco anos foram de 90% para os 

carcinomas de lábio inferior, 60% para os diagnosticados em língua anterior e 40% para os de 

assoalho e palato duro (TRALONGO et al., 1999). Apresentando-se bem inferiores, as taxas 

encontradas em nossa casuística foram de 51% nas neoplasias de lábio inferior, 14% em 

língua anterior, 35% nas lesões de assoalho e 15% nos tumores de palato. Assim como em 

outros estudos (FRANCO et al., 1993; WUNSCH-FILHO, 2002), as lesões linguais tiveram 

as piores taxas de sobrevida. Além disso, apresentaram a maior discrepância com relação à 

incidência de metástases regionais em comparação com outros trabalhos (WOOLGAR, 1999; 

CARVALHO et al., 2004). No entanto, não encontramos em nosso estudo variações 

significativas na sobrevida conforme a localização anatômica primária da lesão. 

 Considerando todas as localizações anatômicas tumorais, a taxa de SG em cinco anos 

foi de apenas 24%, próxima à encontrada para os pacientes negros norte-americanos com esta 

doença (27,6%) (MOORE et al., 2001). Apesar dos pacientes com metástases iniciais não 

terem sido incluídos no estudo, um dos fatores que podem estar implicados na reduzida taxa 

de SG encontrada pode ser a ocorrência das micrometástases linfonodais ocultas, que 

contribuem de maneira significativa para um pior prognóstico do paciente. Segundo Asakage 

et al. (1998), existe um subgrupo de pequenos tumores primários que se comportam de uma 

maneira agressiva inesperada. De acordo com Okada et al. (2003), mesmo nas lesões 

primárias T1 e T2 do CEO, podem ocorrer metástases regionais nos linfonodos, e na literatura 
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existem diversos estudos evidenciando a ocorrência de gânglios cervicais patologicamente 

positivos em pacientes sem evidências clínicas da doença (LYDIATT et al., 1993; HICKS et 

al., 1998). Embora os tumores T3 e T4 apresentem maior probabilidade de ocorrência de 

metástases linfonodais do que os T1 e T2, segundo Lopes et al. (2002), a capacidade do CEO 

de metastatizar nem sempre está relacionada ao estadiamento clínico e, de acordo com 

Bergman et al. (1994), as metástases regionais são detectadas apenas em cerca de 70% dos 

pacientes através do exame clínico de rotina, sugerindo que estas ocorrências podem estar 

subestimadas em nossos registros, podendo ter influenciado nas taxas de sobrevida obtidas. 

Como agravante, Ferlito et al. (2002) ressaltam que mesmo os exames mais modernos e 

sofisticados de imagem podem não detectar a ocorrência das micrometástases ocultas no 

CEO. 

 Um ponto crucial no conhecimento da biologia tumoral é que as células neoplásicas 

evoluem com o acúmulo de alterações genéticas que propiciam o seu desenvolvimento 

(FEARON; VOGELSTEIN, 1990; BRAAKHUIS et al., 2002; BRAAKHUIS et al., 2004). Os 

mecanismos celulares de controle de proliferação, apoptose e estabilidade genômica podem 

ser alterados pela desregulação de genes específicos, induzindo ao processo neoplásico (DAS; 

NAGPAL, 2002). Pouco ainda se sabe atualmente sobre as alterações específicas nos genes 

associados com a progressão do CEO, mas o gene P53 tem sido um dos mais investigados. 

Os esforços prévios para correlacionar a imunoexpressão da proteína p53 com o 

prognóstico dos pacientes com CEO têm sido divergentes e inconclusivos. A ambiguidade 

dos resultados pode ser atribuída a fatores como amostras pequenas e heterogêneas quanto à 

localização anatômica, origem do tecido neoplásico (embebido em parafina ou congelado), 

anticorpos utilizados e limiares arbitrários da porcentagem de células com imunomarcação 

utilizados para a caracterização positiva dos tumores (CARLOS DE VICENTE et al., 2004). 
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Seguindo outros estudos (SITTEL et al., 1999; GRABENBAUER et al., 2000; CHOI 

et al., 2002; ZIGEUNER et al., 2004; CARLOS DE VICENTE et al., 2004), foi escolhido um 

limiar de imunomarcação nuclear de até 10% como limite para a classificação dos tumores 

negativos para a imunoexpressão da proteína p53. A proporção de 52,8% de tumores p53 

positivos encontrados em nosso estudo encontra-se dentro da variação obtida por outras 

investigações prévias de diversos autores, que encontraram entre 34-81% de imunomarcação 

positiva para p53 (BRACHMAN et al., 1992; AHOMADEGBE et al., 1995). 

Apesar da inconsistência dos estudos prévios concernentes ao valor prognóstico da 

imunoexpressão da proteína p53 no CEO, nossos resultados demonstraram diferenças 

significativas para os pacientes caracterizados como negativos na imunoexpressão da proteína 

p53, sendo que estes pacientes apresentaram maior tempo de SG e tiveram menor ocorrência 

de metástases. Em um estudo com metodologia semelhante, onde somente foram selecionados 

casos de CEO com ausência de metástases linfonodais cervicais, também foi verificado que a 

imunoexpressão de p53 apresentou-se com um valor prognóstico significativo, associada a um 

maior período de sobrevida nos pacientes com tumores p53 negativos (CARLOS DE 

VICENTE et al., 2004). 

Em relação a ocorrência de metástases linfonodais cervicais, nossos resultados estão 

em concordância com os de outros autores, que também encontraram associação significativa 

entre este importante fator prognóstico e a imunoexpressão da proteína p53 (OSAKI et al., 

2000; KHADEMI et al., 2002). 

Apesar de nenhuma diferença significativa ter sido encontrada ao analisar as curvas de 

SLD em nosso estudo, uma tendência de curvas de SLD mais desfavoráveis foi demonstrada 

para os tumores p53 positivos por Siegelmann-Danieli et al. (2005). 



 119

 Em concordância com Massion et al. (2003) e Bortoluzzi et al. (2004), nossos 

resultados não demonstraram correlação entre a imunoexpressão de p63 e p53, sugerindo 

funções independentes destas proteínas durante a tumorigênese e progressão do CEO. 

 Os 106 casos analisados no presente estudo representam uma das maiores casuísticas 

de CEO investigadas até o momento para a imunoexpressão da proteína p63. A detecção 

imunohistoquímica de p63 foi quase sempre evidente nos casos avaliados, e a elevada 

imunoexpressão encontrada (87,8%) está em concordância com outros estudos prévios 

(HAGIWARA et al., 1999; CHOI et al., 2002; NYLANDER et al., 2002; LO MUZIO et al., 

2005), suportando a idéia do envolvimento de p63 no processo de tumorigênese do CEO. No 

entanto, ainda existem poucas publicações avaliando o significado prognóstico da 

imunoexpressão de p63 no CEO. 

 Ainda não existe um consenso para a avaliação imunohistoquímica da proteína p63. 

Existem algumas investigações demonstrando que a imunoexpressão da isoforma TAp63 não 

tem sido detectada pela imunohistoquímica ao se utilizar o anticorpo monoclonal 4A4 

comumente empregado (YANG et al., 1998, NYLANDER et al., 2002). Contudo, outros 

autores sugerem que tal ausência de detecção pode ser devido aos baixos níveis de 

imunoexpressão de TAp63, sendo que a maioria dos estudos demonstra a utilização do 

anticorpo 4A4 para a detecção de ambas isoformas (PARSA et al., 1999; CROOK et al., 

2000; PELLEGRINI et al., 2001; FOSCHINI et al., 2004; LO MUZIO et al., 2005; 

RAMALHO et al., 2006).   

 Muitos estudos demonstram também alta variabilidade no padrão de contagem da 

imunoexpressão de p63. A maioria das investigações somente avalia de maneira quantitativa 

as células com imunomarcação para p63, sem nenhuma avaliação quanto a intensidade 

(WANG et al., 2001; CHOI et al., 2002; WEBER et al., 2002; ZIGEUNER et al., 2004; LO 

MUZIO et al., 2005). No presente estudo, foram avaliados os padrões da quantidade e da 
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intensidade de imunoexpressão da proteína p63. No entanto, não foram encontradas 

diferenças significativas na graduação histológica tumoral em relação a ambos os padrões de 

avaliação, confirmando os resultados também encontrados por Reis-Filho et al. (2002) e 

Bortoluzzi et al. (2004). 

Na avaliação da intensidade de imunoexpressão da proteína p63, apesar de nenhuma 

associação significativa ter sido encontrada em relação a ocorrência de recidivas e metástases, 

um resultado significativo foi encontrado entre curvas mais favoráveis de SG e forte 

intensidade de imunoexpressão. Os pacientes com tumores que expressaram uma forte 

intensidade de imunomarcação da proteína p63 apresentaram uma SG em cinco anos de 

75,4%. Por outro lado, nenhum dos pacientes com tumores que apresentaram intensidade de 

imunoexpressão fraca ou ausente de p63 não atingiram uma SG em cinco anos. Este fato 

sugere que a forte intensidade de imunoexpressão da proteína p63 pode estar associada a um 

comportamento tumoral menos agressivo. O único estudo encontrado na literatura que avalia 

a relação entre o prognóstico e a intensidade de imunoexpressão de p63 foi realizado por 

Massion et al. (2003), que relatou melhor sobrevida nos pacientes com carcinoma 

epidermóide de pulmão que apresentaram forte intensidade de imunoexpressão para a proteína 

p63. 

Na avaliação quantitativa da imunoexpressão da proteína p63, existem vários estudos 

que demonstram a associação entre elevados níveis de imunoexpressão com tumores de 

prognósticos mais favoráveis. Em um estudo realizado com pacientes acometidos por 

carcinoma epidermóide esofágico, realizado por Takahashi et al. (2006), que estabeleceram o 

valor mínimo de 50% de positividade de imunoexpressão para considerar tumores positivos 

para p63, a SG em cinco anos foi significativamente maior nos tumores com positividade para 

p63 (46,4%) do que nos pacientes com tumores negativos (11,1%, P=0,05). Do mesmo modo, 

outros autores encontraram carcinomas de bexiga com baixos níveis de imunoexpressão de 
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p63 associados com prognósticos desfavoráveis (URIST et al., 2002; KOGA et al., 2003). 

Nossa avaliação quantitativa da imunoexpressão de p63 relacionada ao comportamento 

clínico tumoral está em concordância com Choi et al. (2002), que também não encontraram 

nenhuma associação significativa entre quantidade de imunoexpressão de p63 e prognóstico. 

Além disso, nenhuma associação significativa foi encontrada no presente estudo entre as 

ocorrências de recidivas e metástases com a imunoexpressão quantitativa da proteína p63, 

assim como no estudo de Reis-Filho et al. (2002), que analisou carcinomas epidermóides 

cutâneos. Por outro lado, Lo Muzio et al. (2005) estudaram 95 casos de CEO e encontraram 

tumores com elevados níveis de imunoexpressão da proteína p63 significativamente 

relacionados com um fenótipo mais agressivo e prognóstico ruim. 

Uma hipótese para os diferentes resultados entre a avaliação dos padrões de 

imunoexpressão da proteína p63 e o prognóstico tumoral pode estar relacionada com as 

diferentes formas de atuação das isoformas de p63 na oncogênese. De acordo com Thurfjell et 

al. (2005), mas ao contrário do observado no presente trabalho, a imunoexpressão da proteína 

p63 nos tumores epidermóides de cabeça e pescoço pode influenciar a diferenciação das 

células tumorais. Devido a possibilidade de diferentes isoformas de p63 serem expressas 

conforme alterações na população de células neoplásicas através do início e progressão 

tumoral, funções distintas de p63 podem aparecer ou serem inativadas. Portanto, a designação 

de P63 como um oncogene ou um gene supressor tumoral pode ser problemática, porque as 

isoformas podem exercer funções distintas e opostas. 

A investigação com amostras pareadas demonstrou que a imunoexpressão da proteína 

p63, e mais ainda a da p53, foi mais elevada na metástase linfonodal que no TP. 

Teoricamente, este resultado já seria esperado, visto que o gene P53 é um conhecido gene 

supressor tumoral e o aumento de sua imunoexpressão sugere alguma atividade anormal ou 
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defeito funcional no genoma celular, que podem progressivamente aumentar durante a 

evolução tumoral (KROPVELD et al., 1996; NYLANDER et al., 2000). 

 Ao comparar a análise imunohistoquímica do TP e sua respectiva metástase 

linfonodal, foi encontrada uma concordância de 73,3% e 53,3% para a imunoexpressão das 

proteínas p53 e p63, respectivamente. As discordâncias de imunoexpressão entre as amostras 

pareadas podem ser explicadas pelas possíveis alterações clonais ocorridas nas células 

tumorais metastáticas. 

 Apesar de nenhuma diferença significativa ter sido encontrada em relação as 

alterações nos padrões de imunoexpressão entre as proteínas p53 e p63 nas amostras pareadas, 

o alto índice de concordância encontrado para a imunoexpressão de p53 está de acordo com 

outros estudos, em que resultado semelhante foi encontrado (BURNS et al., 1994; PELLER et 

al., 1995; KROPVELD et al., 1996). Por outro lado, a imunoexpressão de p63 demonstrou 

maior discordância, levantando a hipótese de que os diferentes resultados podem estar 

relacionados às diferentes atuações das isoformas de p63 na oncogênese, como também 

sugerido por outros autores (FOSCHINI et al., 2004; LO MUZIO et al., 2005). Além disso, a 

alta imunoexpressão de p63 nos TP também sugere um papel relevante no processo de 

disseminação metastática, onde por sua vez a imunoexpressão de p63 foi ainda maior. 

Portanto, estes resultados sobre o aumento da imunoexpressão de p63 podem indicar uma 

possível participação desta proteína e suas respectivas isoformas no processo de progressão e 

disseminação tumoral. 

 Em uma das poucas investigações encontradas na literatura sobre o padrão de 

imunoexpressão da proteína p53 em amostras pareadas associado ao prognóstico dos 

pacientes, Ahomadegbe et al. (1995) não encontraram associação significativa entre as curvas 

de SG em cinco anos. No entanto, os autores analisaram apenas 13 amostras pareadas entre os 

65 pacientes com carcinomas de cabeça e pescoço. Apesar da inconsistência dos estudos 
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prévios sobre o valor prognóstico da imunoexpressão de p53 no CEO, uma importância 

prognóstica foi demonstrada no presente trabalho. Além de selecionar apenas pacientes com 

CEO, foram encontradas curvas mais favoráveis de SLD para os tumores p53 negativos. 

Assim como Siegelmann-Daneli et al. (2005), uma tendência de curvas de SLD mais curtas 

também foi observada nos tumores p53 positivos. Estes resultados sugerem que os tumores 

iniciais destituídos da imunoexpressão de p53 que assim permanecem durante a evolução da 

doença, podem progredir através de uma maneira biológica menos agressiva em relação à 

disseminação linfonodal metastática. Por outro lado, não foram encontradas diferenças 

significativas entre as curvas de SG. 

 O padrão da imunoexpressão da proteína p63 ainda não foi extensivamente 

investigado no CEO. Além disso, existem poucas publicações sobre o significado prognóstico 

da imunoexpressão de p63 no CEO, o único estudo encontrado na literatura que avaliou a 

sobrevida dos pacientes com CEO e a imunoexpressão de p63 não foi realizado com amostras 

pareadas (LO MUZIO et al., 2005). De acordo com Lo Muzio et al. (2005), a ausência de 

correlação entre a imunoexpressão da proteína p63 e o prognóstico de pacientes com CEO em 

estudos prévios pode explicar-se pelo fato do reduzido número de casos examinados nas 

investigações realizadas. Nossos resultados com amostras pareadas demonstraram melhores 

curvas de SLD e SG para os tumores p63 positivos em ambas as amostras, seguidos dos 

tumores p63 positivos no TP. Ao contrário de Lo Muzio et al. (2005), mas em concordância 

com outros estudos em outras localizações anatômicas (URIST et al., 2002; KOGA et al., 

2003; TAKAHASHI et al., 2006), nossos resultados sugerem um melhor prognóstico para os 

tumores que mantêm a imunoexpressão da proteína p63. 

 A avaliação da imunoexpressão das proteínas p53 e p63 em amostras pareadas de 

CEO demonstrou um padrão concordante de maneira predominante para a proteína p53. Os 

achados do presente trabalho sugerem que os tumores inicialmente sem a imunoexpressão da 
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proteína p53, mas com positividade para p63 mantida durante a progressão e disseminação da 

neoplasia, podem seguir um comportamento biológico menos agressivo de evolução e 

apresentar curvas de sobrevida mais favoráveis. 

 Não existe atualmente um marcador imunohistoquímico que possa predizer de maneira 

fidedigna a sobrevida ou a resposta terapêutica dos pacientes com CEO. Entretanto, é 

importante ressaltar que muitos marcadores moleculares demonstram resultados promissores, 

direcionando o tratamento desta doença em um futuro próximo para protocolos 

individualizados baseados em características biológicas tumorais e prognósticos específicos 

de cada paciente. As técnicas que investigam o perfil tumoral de expressão gênica 

combinadas com o sistema de estadiamento TNM e com as características clínicas e 

histopatológicas do CEO podem servir como orientação em testes de potenciais alvos 

terapêuticos para o desenvolvimento de novas drogas contra este tipo de câncer. 

 Com o advento e aprimoramento das técnicas de biologia molecular, numerosos 

estudos conduzidos nas últimas duas décadas em diversos países têm investigado a presença 

do HPV na mucosa oral normal, em lesões pré-malignas e/ou no CEO, demonstrando que é 

no CEO que os subtipos virais de alto risco do HPV são predominantemente encontrados 

(MILLER; JOHNSTONE, 2001). Além disso, a hipótese da associação da infecção pelo HPV 

com o desenvolvimento do processo carcinogênico oral é reforçada pela identificação deste 

vírus nas células neoplásicas em todos os estágios da progressão tumoral (pré-invasivo, 

invasivo e metástases linfonodais) e devido a sua integração ao genoma hospedeiro em 

determinadas neoplasias. No entanto, uma das maiores dificuldades em detectar o HPV no 

CEO é a presença deste vírus apenas em uma determinada população celular, além do 

reduzido número de cópias virais detectado nas células infectadas. Por estas razões, segundo 

Elamin et al. (1998), são requeridos métodos de detecção de alta sensibilidade para sua 

investigação. 
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 Assim como no estudo de Boy et al. (2006), não foi encontrada na presente 

investigação uma significativa associação entre a presença do HPV e fatores como localização 

anatômica tumoral primária e gênero. A tendência da maior prevalência da infecção pelo HPV 

no CEO nos pacientes do gênero masculino tem sido observada em trabalhos prévios (CRUZ 

et al., 1996; MILLER; WHITE, 1996), assim como nos pacientes com menos de 60 anos de 

idade (CRUZ et al., 1996; ZHANG et al., 2004). Ao contrário do presente trabalho, Miller et 

al. (1994) encontraram maior predomínio da presença do DNA do HPV nos pacientes do 

gênero masculino (75%). Por outro lado, assim como em nossos resultados, também não 

relataram haver diferença significativa conforme a idade nos pacientes com tumores 

infectados. Na população mexicana, Ibieta et al. (2005) encontraram 21 (42%) das 50 

amostras analisadas com positividade para o HPV, estando o HPV-16 presente em 14 

amostras (66,6%) e o subtipo HPV-18 em nenhuma. Os autores também relataram maior 

prevalência dos tumores com HPV nos pacientes do gênero masculino, com estágio avançado 

da doença e que apresentavam tumores bem diferenciados, resultados que não foram 

observados no presente trabalho. 

 A discrepância entre os achados da infecção pelo HPV em estudos realizados com 

amostras obtidas por biópsia, esfregaço ou soluções enxaguatórias orais é atribuída por alguns 

autores ao fato da ocorrência de infecções latentes pelo HPV, onde este vírus pode persistir na 

camada basal do epitélio, tornando mais difícil a sua detecção por meio de técnicas que 

utilizam esfregaço ou soluções enxaguatórias orais (MAITLAND et al., 1987; MILLER; 

WHITE, 1996). Por outro lado, apesar de proporcionarem a investigação da camada basal 

epitelial, os tecidos biopsiados são de tamanho limitado, podendo originar resultados falso-

negativos devido a natureza focal da infecção pelo HPV, problema que não ocorre com as 

outras duas técnicas, pois permitem uma amostragem generalizada das células mucosas 
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exfoliadas da superfície da cavidade oral e demonstram resultados positivos durante a 

infecção produtiva do HPV (McKAIG et al., 1998). 

 Ao comparar diferentes estudos conduzidos em diversos países, Hsing et al. (1996) 

enfatizaram a importância de reconhecer que nem todas as investigações que utilizam a PCR 

para detecção do HPV possuem o mesmo protocolo, sofrendo influência de variabilidades 

como os primers selecionados, condições de amplificação e diferentes métodos de 

identificação do subtipo viral. De acordo com Terai e Takagi (2001), para a interpretação dos 

estudos de detecção do DNA do HPV nas amostras orais, deve-se levar em conta não só 

método laboratorial utilizado, como também a diversidade da população investigada, além do 

tamanho e a qualidade das amostras estudadas. 

 Embora seja a PCR o método de detecção mais sensível para a investigação da 

presença do HPV, esta técnica é sempre passível de contaminações ambientais ou aquelas 

causadas por reduzidas quantidades de outros fragmentos já amplificados de DNA. Com isso, 

muitos estudos que utilizaram a PCR podem ter apresentado resultados falso-positivos e 

conduzido a interpretações como infecções por múltiplos subtipos virais (SYRJANEN, 1990). 

Entretanto, ao utilizarem cuidadosos e padronizados métodos de aquisição das amostras e de 

processamento, Hsing et al. (1996) alcançaram alta concordância interlaboratorial ao 

compararem dois estudos investigativos da presença do HPV em tumores de colo de útero. 

Como já advertido por Boy et al. (2006) e padronizado para a metodologia do presente 

trabalho, a utilização de lâminas descartáveis no micrótomo entre os cortes dos diferentes 

blocos com as amostras tumorais é uma das medidas mais importantes para a exclusão de uma 

das possíveis fontes de contaminação, assim como a utilização de salas individuais para 

manipulação do DNA genômico viral amplificado.  

 A seleção adequada dos primers pode influenciar na detecção do HPV no CEO. Miller 

e White (1996) relataram que a utilização dos primers direcionados a um dos genes E foram 
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duas a três vezes mais eficientes do que os primers que identificam a região L. Segundo os 

autores, esta diferença pode estar relacionada com a integração do DNA do HPV ao genoma 

da célula hospedeira, quando os genes virais L1 e L2 podem sofrer ruptura. Por outro lado, 

Matzow et al. (1998) encontraram reduzida presença do HPV em carcinomas orais e laríngeos 

(2,6% e 19%, respectivamente), mesmo após a utilização de iniciadores direcionados às 

regiões L1 (GP5+/GP6+) ou E1 (CPI/CPIIG) do genoma viral, e, conforme observou zur 

Hausen (2002), são as regiões E2, E4, E5 e L2 as mais comumente deletadas no genoma viral 

durante sua integração ao DNA da célula hospedeira. A seleção e padronização de primers 

adequados para comparação dos estudos sobre a possível influência do HPV no CEO ainda é 

uma questão que necessita de maior investigação. No presente trabalho, a utilização dos 

primers universais direcionados para a amplificação da região L1 do genoma viral 

proporcionou a possibilidade de detecção de uma ampla variedade de subtipos do HPV. 

Entretanto, uma das limitações do presente estudo foi a impossibilidade de determinar a 

presença do HPV nas células tumorais ou nas células epiteliais da mucosa oral normal 

adjacente, assim como o estado de integração viral ao genoma hospedeiro. 

 Steinberg e Dilorenzo (1996) postularam que as células infectadas pelo HPV podem 

ser mais susceptíveis aos efeitos de outros agentes carcinogênicos, entre eles, o tabaco e o 

álcool. Embora outros estudos prévios confirmarem a maior ocorrência dos tumores 

epidermóides de cabeça e pescoço com positividade para o HPV nos pacientes não fumantes 

(FOURET et al., 1997; HERRERO et al., 2003), a hipótese de que a infecção viral pode atuar 

sinergisticamente com a exposição ao tabaco e ao álcool não pode ser excluída. Foi 

demonstrado que a exposição das linhagens celulares de queratinócitos humanos 

imortalizados pela infecção com os subtipos HPV-16 ou 18 aos agentes carcinogênicos do 

tabaco resultou num aumento substancial das alterações genéticas, conduzindo a uma 
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transformação celular não observada em queratinócitos com ausência da infecção pelo HPV 

que foram expostos aos mesmos carcinógenos (PARK et al., 1995; SHIN et al., 1996). 

 A história de exposição ao tabaco avaliada nos pacientes do presente trabalho foi 

limitada apenas à categorização qualitativa, devido a dependência das informações 

disponíveis nos prontuários médicos. A importância da influência do consumo de tabaco na 

etiologia do CEO, com conseqüentes mutações na proteína p53, pode conduzir a maiores 

dificuldades para uma clara identificação da real contribuição do HPV no processo da 

carcinogênese oral. Além disso, a pesquisa do HPV tem sido limitada pelas dificuldades 

inerentes ao cultivo in vitro do vírus (McKAIG et al., 1998) e porque ainda não estão 

disponíveis modelos animais para uma investigação direta da relação entre o HPV e o CEO. 

Por estes motivos, ainda é imprescindível a realização de pesquisas epidemiológicas e 

moleculares para avaliações adicionais dos efeitos independentes ou em conjunto entre o 

consumo de tabaco, a infecção pelo HPV e as alterações na expressão de genes cruciais para o 

controle tumoral. 

 A presença simultânea dos conhecidos agentes químicos carcinogênicos orais e da 

infecção pelo HPV na mucosa oral pode favorecer a transformação maligna. Entretanto, 

segundo demonstrado por diversos autores, assim como também pelos resultados observados 

no presente trabalho, a participação do HPV na carcinogênese oral é reduzida em relação ao 

consumo de tabaco e álcool, porque sua prevalência é bem menor do que os casos de CEO 

encontrados em pacientes tabagistas e etilistas (MILLER; JOHNSTONE, 2001; SYRJANEN, 

2003). 

 Em alguns trabalhos da literatura, os carcinomas epidermóides de orofaringe com 

positividade para o HPV podem compreender uma doença com fatores clinicopatológicos, 

moleculares e prognósticos distintos, não devendo ser incluídos nos estudos das neoplasias 

orais. Conforme descrição de Gillison (2004), os tumores HPV positivos em orofaringe 
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possuem características basalóides predominantes, poucas mutações do gene P53, menor 

associação com pacientes que consomem tabaco e álcool, além de um melhor prognóstico. A 

predileção do HPV por determinadas áreas anatômicas específicas não queratinizadas da 

orofaringe foi confirmada por estudos em que o DNA do HPV-16 foi detectado em diferentes 

proporções em regiões como língua (6%), tonsilas (51%), anel de Waldeyer (60%) e faringe 

(13%), resultando na identificação de um subgrupo distinto de carcinomas de cabeça e 

pescoço, particularmente os carcinomas tonsilares, que demonstraram uma forte e consistente 

associação com os HPVs de alto risco, além de apresentarem também características 

moleculares indicativas da função oncogênica viral (WILCZYNSKI et al., 1998; GILLISON, 

2004). 

 Devido ao fato da infecção pelo HPV apresentar-se de maneira focal, e dos tumores 

infectados por este vírus estarem menos associados com a exposição ao tabaco, o conceito de 

cancerização em campo (SLAUGHTER, 1953; CALIFANO et al., 1996) pode ser menos 

aplicável nestes casos, e os pacientes com estas neoplasias seriam menos susceptíveis ao 

desenvolvimento de tumores síncronos ou metasíncronos em outras localizações anatômicas 

como orofaringe, esôfago, demais áreas da cabeça e do pescoço e pulmões, que poderiam 

afetar negativamente a sua sobrevida. 

 Assim como demonstrado na história da investigação do câncer de colo uterino, o 

progresso na compreensão do significado da infecção pelo HPV no CEO somente pode ser 

alcançado através de empenhos multidisciplinares. A literatura científica atual ainda é 

limitada e controversa para permitir uma constatação definitiva sobre o significado clínico e 

prognóstico da infecção pelo HPV no CEO. As estimativas da prevalência das infecções 

latentes, subclínicas e produtivas causadas pelo HPV na mucosa oral normal e no CEO ainda 

não foram claramente determinadas. Pesquisas adicionais sobre o estado físico viral dentro da 

célula hospedeira e os níveis de expressão das suas oncoproteínas em amostras de mucosa 
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oral normal, lesões pré-neoplásicas e CEO poderão agregar maiores conhecimentos sobre uma 

possível transformação neoplásica causada pelo HPV na mucosa oral normal. Além disso, 

muitos estudos têm sido limitados por fatores como reduzido número de pacientes, diferentes 

regiões tumorais anatômicas e metodologia laboratorial utilizada. Por esse motivo, os futuros 

estudos adicionais que avaliarem a presença do HPV no CEO necessitam, além do maior 

número amostral, de referências específicas sobre a exata localização anatômica tumoral, 

assim como a adoção de métodos rigorosos para prevenção de possíveis contaminações nas 

amostras investigadas pela PCR. A pesquisa epidemiológica também é imprescindível para 

auxiliar na compreensão da associação entre o HPV e os fatores etiológicos demográficos, 

assim como das possíveis rotas de transmissão viral. Finalmente, muitas investigações ainda 

serão necessárias para a obtenção de evidências definitivas sobre o verdadeiro significado 

prognóstico do HPV no CEO. Por meio destas medidas, uma perspectiva diferente sobre a 

atual relação do HPV com a mucosa da cavidade oral poderá ser obtida e esclarecida. 

 A sensibilidade individual aos diversos agentes carcinogênicos que entram em contato 

com a mucosa oral, assim como a variabilidade genética nos mecanismos que interagem com 

estes agentes em cada paciente é que determinam a heterogeneidade do CEO, além de 

também estarem associados ao desenvolvimento e prognóstico tumoral. 
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7. CONCLUSÕES 

 

• O carcinoma epidermóide oral foi diagnosticado predominantemente em pacientes do 

gênero masculino tabagistas e etilistas, durante a 6ª década de vida, tendo como localizações 

anatômicas primárias a língua e o assoalho oral. Foi encontrada uma alta proporção de 

tumores em lábio inferior, que demonstraram maior tempo de evolução até o diagnóstico e a 

exposição actínica desprotegida como o principal fator de risco. 

 

• As piores curvas de sobrevida foram encontradas em pacientes maiores de 60 anos 

acometidos pelo CEO, assim como também nos pacientes com tumores primários em língua. 

 

• Os tumores que apresentaram metástases linfonodais cervicais demonstraram-se 

significativamente associados com a imunoexpressão da proteína p53. 

 

• A imunoexpressão da proteína p53 e a baixa intensidade da imunoexpressão da 

proteína p63 apresentaram associação com os tumores de pior prognóstico. 

 

• No estudo imunohistoquímico com amostras pareadas, os resultados sugerem que, os 

pacientes com tumores inicialmente p53 negativos e p63 positivos, que mantêm este padrão 

de imunoexpressão na metástase linfonodal, podem seguir um curso biológico menos 

agressivo, apresentando melhores taxas de sobrevida. 

 

• Na avaliação da presença do HPV nos pacientes com CEO, os poucos casos detectados 

sugerem que o HPV não possui a mesma influência etiológica que o consumo de tabaco nos 
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pacientes estudados. Entretanto, foi constatado que uma relativa contribuição do HPV à 

carcinogênese oral pode ocorrer em um subgrupo de pacientes não expostos ao tabaco. 

 

• Os resultados da análise multivariada (regressão de Cox) confirmaram a idade, a 

localização anatômica tumoral e a imunoexpressão da proteína p53 como variáveis 

independentes para predição da sobrevida dos pacientes com carcinoma epidermóide oral. 
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ANEXO A. 

 

PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA 
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ANEXO B. 

 

PROTOCOLO DE IMUNOHISTOQUÍMICA 

 

Desenvolvido pelo Laboratório de Proliferação Celular do Departamento de 

Patologia da FMRP/USP 

 

1. Cortes de parafina com 4µm em lâminas silanizadas a 8%. 

 Nota: Se cortar o bloco de parafina pela manhã, colocar em estufa a 60°C até às 20 horas. Se cortar o 

tecido a tarde, os cortes deverão permanecer na estufa até o dia seguinte. No decorrer da noite, a temperatura da 

estufa não deve ultrapassar os 60°C, caso contrário os cortes podem ficar ressecados. 

2. Desparafinizar em xilol I, II e III por 5 minutos cada (ou xilol I e II por 10 minutos 

cada). 

3. Passar em álcoois decrescentes (3 minutos em álcool absoluto I, 3 minutos em álcool 

absoluto II, 1 minuto em álcool a 95% e 1 minuto em álcool a 70%). 

4. Lavar em água corrente. 

5. Colocar as lâminas em suporte com tampão citrato pH 6,0 (volume de 200ml para 20 

lâminas). 

6. Recuperação antigênica em panela de vapor: Mergulhar as lâminas em recipiente 

plástico com 400ml de tampão citrato pH 6,0 por 40 minutos. 

 Nota: Se o tampão citrato estiver previamente armazenado na geladeira, deve-se aquecê-lo no forno de 

microondas por 8 minutos (potência máxima) antes da recuperação. 

7. Deixar esfriar por 30 a 40 minutos. 
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8. Separar os anticorpos, resfriados a 4°C. 

 Nota: Os anticorpos são armazenados em geladeira a 4°C. 

9. Secar as lâminas ao redor dos cortes, formando “janelas”. 

10. Lavar em tampão PBS (0,1M pH 7,4) por 3 vezes, aspirando a cada lavagem. 

11. Pingar H2O2 a 3% (Peróxido de Hidrogênio). Deixar por 20 minutos. 

12. Pingar uma gota de soro normal em cada fragmento (fornecido pelo Kit Universal 

Novocastra®). Deixar por 20 minutos. 

13. Não lavar. Aspirar o soro normal. 

14. Incubar as lâminas com o anticorpo primário correspondente a cada corte, nas 

seguintes diluições: 

p53 – 1:100 

p63 – 1:100  

 Homogeneizar através de movimentos pendulares com a mão. Colocar água para 

formar uma camada úmida. Tampar e cobrir com compressa, protegendo os fragmentos da 

luz. Incubar por duas horas. 

 Nota: Os anticorpos são previamente diluídos em BSA e conservados em geladeira a 4°C. 

15. Lavar em tampão PBS (0,1M pH 7,4) por duas vezes, aspirando a cada lavagem. 

Lavar uma vez com TBS. Aspirar. 

16. Incubar no anticorpo secundário universal por 15 minutos (fornecido pelo Kit 

Universal Novocastra®). Homogeneizar. 

17. Lavar em PBS por 2 vezes, aspirando a cada lavagem. Lavar uma vez com TBS. 
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18. Incubar em Estreptavidina, uma gota por corte, por 10 minutos (fornecido pelo Kit 

Universal Novocastra®). Homogeneizar. 

19. Lavar em PBS por três vezes, aspirando a cada lavagem. 

20. Deixar as lâminas em PBS 0,1M pH 7,4. 

21. Preparar o DAB: Misturar 0,16ml ou 160µl da solução B na solução A (Ver Anexo 

C). No momento do uso, não filtrar. 

22. Aspirar as lâminas e colocar o DAB. Marcar 5 minutos. Observar os cortes. Se corar 

com menos de 5 minutos, lavar com PBS para inibir a continuação da reação.    

23. Lavar em água corrente. 

24. Contracorar com hematoxilina de Harris sem ácido por 30 segundos. 

25. Lavar em água corrente. 

26. Azular com água amoniacal. Lavar. Desidratar em álcoois. Diafanizar. Montar em 

Permaunt® (Fischer Scientific Company, Fair Lawn, NJ, USA). 
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ANEXO C. 

 

REAGENTES E SOLUÇÕES DE IMUNOHISTOQUÍMICA 

 

Phosphate-Buffered Saline (PBS) 0,1M pH 7,4 e NaCl 0,15M 

NaCl         16,34g 

Fosfato de Sódio Monobásico    0,72g 

Fosfato de Sódio Dibásico     2,1g 

H20 Destilada       2000ml 

Acertar o pH com Hidróxido de Sódio 

 

SOLUÇÃO ALBUMINA BOVINA (BSA) 

Albumina bovina utilizada para diluição de anticorpos primários 

SOLUÇÃO DE BSA 

BSA H20 Destilada 

5g 100,00ml 

Conservar em geladeira a 4°C 

 

SOLUÇÃO DE USO: 

Solução de BSA    1,25ml 

Solução de NaN3    2,5ml 

PBS 0,1M pH 7,4    59ml 

Conservar em geladeira a 4°C. 
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SOLUÇÃO MÃE DE ÁCIDO CÍTRICO  

Ácido Cítrico     2,1g 

H20 Destilada     1000ml 

 

TBS (Tris-Buffered-Saline Solution) 

H
²
O destilada     1L 

Cloreto de Sódio    8g 

Tris      0,605g 

HCL      4,4ml 

 

TAMPÃO CITRATO DE SÓDIO pH 6,0 

Solução Mãe de Ácido Cítrico 90,00ml 

H20 Destilada 810ml 

Acertar o pH para 6,0 com NaOH. 

 

Solução de H202 a 3% (PERÓXIDO DE HIDROGÊNIO) 

H202 (30 vol.)  10ml 

PBS 0,1M pH 7,4 90ml 

Conservar em geladeira a 4°C. 

 

3,3 – Diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) 

SOLUÇÃO A 

DAB     5,00mg=0.005g 

PBS 0,1M pH 7,4    5ml 
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SOLUÇÃO B 

PBS 0,1M pH 7,4 H202 (30 vol.) 

187µl 20µl 

No momento de uso, misturar 160µl da solução B na solução A, não filtrar. 

 

 

ÁGUA AMONIACAL 

Hidróxido de amônio PA    4 gotas 

Água Corrente     400ml 
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ANEXO D. 

 

 

PROTOCOLO PARA EXTRAÇÃO E PURIFICAÇÃO DO DNA GENÔMICO DE 

AMOSTRAS TECIDUAIS PARAFINIZADAS COM O KIT MAGNESIL TISSUE 

SYSTEM® – PROMEGA 

 

• Componentes do Kit Magnesil Tissue System® – Promega: 

 

1. Módulo de processamento tecidual: 

– Tampão de incubação (Incubation buffer – 35ml) 

– Proteinase K (dois microtubos com 10mg cada) 

– DTT 1M (microtubo com 1,125ml) 

2. Módulo de purificação: 

– Resina (0,9ml) 

– Tampão Lise (Lysis buffer – 40ml) 

– Tampão de lavagem (Wash buffer 2X – 30ml)  

– Tampão de eluição (Elution buffer – 15ml) 

Condições de armazenamento: Armazenar a Proteinase K e o DTT entre -15 e -25°C. 

Armazenar o tampão de incubação entre -25°C e 30°C. Todos os outros reagentes podem ser 

armazenados em temperatura ambiente. 

 

• Componentes necessários a serem providenciados pelo pesquisador: 

– Etanol 95–100% (15ml) 

– Álcool isopropílico (15ml) 
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– Banho-maria a 56°C 

– Estufa a 65°C 

– Vórtex 

– Microtubos de 1,5ml 

– Micropipetas e ponteiras 

– Plataforma magnética (MagneSphere® Technology Magnetic Separation Stand – Promega) 

para dois ou doze microtubos  

 

PROTOCOLO 

 

1- Preparação das soluções de Proteinase K, DTT, Tampão de incubação (Incubation buffer) e 

Tampão de lavagem 1X (1X Wash buffer). 

 

A. Adicionar 550µl do Tampão de incubação em cada microtubo contendo 10mg de 

Proteinase K liofilizada e agitar cuidadosamente para dissolver. A concentração final da 

Proteinase K será de 18mg/ml. 

B. Dispensar a solução de Proteinase K em alíquotas de 100µl, esta solução deve ser 

congelada entre -15 e -25°C e pode ser descongelada até cinco vezes sem perda significativa 

de sua atividade. Devem ser utilizados dez microlitros desta solução por amostra. 

C. Dispensar a solução de DTT 1M em pequenas alíquotas de 100µl e congelar entre -15 e -

25°C. 

D. Preparar uma solução para extração do DNA genômico de dez amostras, misturando 800µl 

de Tampão de incubação, 100µl de Proteinase K (18mg/ml) e 100µl de 1M DTT, para um 

volume final de 1ml. Agitar por três vezes cuidadosamente no vórtex. Para cada amostra de 

DNA genômico a ser extraído, utilizar 100µl desta solução. 
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Nota importante: Esta solução deve ser preparada somente no momento da extração do DNA 

genômico. 

E. Para a preparação do Tampão de lavagem (Wash buffer 1X), deve-se adicionar 15ml de 

etanol (95–100%) e 15ml de álcool isopropílico ao frasco Wash buffer 2X. Após a mistura, 

fechar a tampa e agitar cuidadosamente por várias vezes. Marcar a tampa do tampão de 

lavagem como 1X, para recordar a adição dos álcoois. Armazenar a solução em temperatura 

ambiente. Fechar firmemente o frasco para prevenir a evaporação. 

 

2- Procedimentos seqüenciais para extração e purificação do DNA genômico das amostras 

teciduais parafinizadas com o Kit Magnesil Tissue System® – Promega. 

 

A. Colocar a amostra tecidual parafinizada em um microtubo de 1,5ml. Adicionar 100µl da 

solução para extração do DNA genômico (Tampão de incubação, Proteinase K 18mg/ml e 

DTT 1M) elaborada no momento. Incubar em banho-maria a 56°C por aproximadamente 12 

horas (overnight). 

B. Agitar o frasco da resina por dez segundos no vórtex, ou até homogeneizar a solução com a 

resina, obtendo uma consistência pastosa. Para uniformizar os resultados, deve-se manter a 

resina homogeneizada toda vez em que for utilizada.   

C. Remover o microtubo do banho-maria, adicionando 250 µl de tampão lise e 7µl da resina. 

Agitar o microtubo no vórtex por dois segundos. Colocar na plataforma magnética, a resina 

irá para o lado do microtubo instantaneamente. Deve-se descartar cuidadosamente a solução 

sobrenadante, sem encostar na resina aderida ao lado do microtubo. 

D. Adicionar mais 100µl do tampão lise ao microtubo, removendo o mesmo da plataforma 

magnética e agitando-o no vórtex por dois segundos. 
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E. Retornar o microtubo na plataforma magnética, descartando cuidadosamente todo o tampão 

lise. 

F. Adicionar 100µl do Tampão de lavagem. Remover o microtubo da plataforma magnética e 

agitar no vórtex por dois segundos. 

G. Retornar o microtubo na plataforma magnética, descartando cuidadosamente todo o 

tampão de lavagem. 

H. Repetir os passos F e G mais duas vezes, para um total de três lavagens com o tampão 

preparado. Após a última lavagem, verificar se toda a solução foi eficazmente removida do 

microtubo. 

I. Secar a resina dentro do microtubo com a tampa aberta na plataforma magnética durante 

cinco minutos. Não exceder o tempo de 20 minutos, pois isto pode inibir a separação da resina 

e do DNA. 

J. Adicionar 25µl do Tampão de eluição (Elution buffer) ao microtubo com a resina. 

K. Fechar a tampa, agitar no vórtex durante dois segundos e colocar em estufa a 65°C durante 

cinco minutos. 

L. Remover o microtubo da estufa e agitar no vórtex durante dois segundos. Após isto, o 

microtubo deve ser imediatamente colocado na plataforma magnética. 

M. Transferir cuidadosamente a solução com o DNA para um recipiente de escolha 

(microtubos de 1,5ml). Os fabricantes recomendam recipientes de polipropileno para reduzir a 

quantidade de DNA aderida nas paredes. 

Nota: A solução com o DNA extraído pode ser armazenada em curto prazo estando a 4°C ou 

em longo prazo permanecendo a -20°C ou -70°C. 
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ANEXO E 

 

REAGENTES E SOLUÇÕES PARA PCR 

 

- Marcador de DNA de 50pb (Promega Corporation, Madison, WI, USA): consiste de 16 

fragmentos de DNA que variam de 50pb a 800pb em graduações de exatamente 50pb, em 

uma solução de 10mM Tris-HCl pH 8,0 e 1mM EDTA, com uma concentração final de 

340µg/ml. Para os experimentos, foram utilizados 5µl desta solução marcadora de DNA, que 

foi diluída em 150 µl de Orange 6X loading dye (15% Ficoll 400, azul de bromofenol 0,03%, 

xileno cianol 0,03%, 0,4% de corante orange G, 10mM Tris-HCl pH 7,5 e 50mM de EDTA), 

solução fornecida pelo fabricante que vem juntamente com o marcador.       

- Solução estoque de acrilamida (30%): 29 gramas de acrilamida e 1 grama de bis-acrilamida 

diluídas em um volume final de 100ml de água. Dissolver a acrilamida e a bis-acrilamida em 

água e filtrar, para evitar resíduos. 

- Glicerol: [C3H5(OH) 3]. 

- Tampão TBE 10X: 108 gramas de Tris/HCl 0,9M pH 8,0; 40ml EDTA 0,08M; 53 gramas de 

ácido bórico 0,89M. Dissolver o ácido bórico em 500ml de água, colocar o EDTA e Tris. 

- Persulfato de Potássio: Solução saturada em água (650mg/ 6,5ml de água deionizada q.s.p.). 

- TEMED (tetrametiletilenodiamina). 

- Tampão de amostra (loading buffer): TBE 1X; xileno cianol 0,25%; azul de bromofenol 

0,25%; EDTA 0,1M pH 8,0; ficoll 15%. 

- Composição utilizada para o gel de acrilamida 8%, para um volume final de 20ml: 5,3ml da 

solução estoque de acrilamida (30%), 1,4ml de glicerol, 11ml de água deionizada q.s.p., 2ml 

de tampão TBE 10X, 15µl de TEMED e 600µl de solução saturada de persulfato de potássio. 
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Revelação, fixação e coloração do gel de poliacrilamida  

- Solução fixadora: 50ml de álcool etílico, 300ml de água deionizada q.s.p. 

- Nitrato de prata: Solução a 0,1% em água destilada. 

- Formaldeído 37%. 

- Revelador: 4,5 gramas de NaOH, 200ml de água deionizada q.s.p. Adicionar 1ml de 

formaldeído 37% para cada 100ml de solução na hora do uso. 
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