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RESUMO 

 

O carcinoma escamocelular de boca (CEB) se constitui numa neoplasia maligna que pode 

evoluir de uma displasia intensa até uma lesão com alto grau de agressividade local e 

metástase. O tumor cresce a partir da proliferação de células malignas e tecidos adjacentes 

de suporte, sobretudo novos vasos sanguíneos. Além disso, um componente inflamatório 

está presente no microambiente do CEB predispondo ao crescimento e à disseminação. 

Cicloxigenase-2 (COX-2) e macrófagos associados ao tumor (MATs) são componentes 

inflamatórios presentes no CEB, e podem influenciar o crescimento e disseminação 

tumorais. No presente estudo, avaliamos a expressão de COX-2, MATs, Ki-67 e 

microvasos tumorais em CEB, associando esses achados com a graduação histológica de 

malignidade (OMS) e dados clínicos de lesões in situ e invasivas. Localização 

imunohistoquímica realizada em cortes desparafinizados de 27 tumores mostrou que a 

COX-2 é expressa no CEB por células epiteliais, endoteliais e estromais. Uma elevação na 

expressão de COX-2 foi observada em 62,96% (forte 17, moderada 3, fraca 1, ausente 3) da 

amostra. O teste do X2 mostrou ausência de associação entre o escore epitelial de COX-2 

(intensidade e proporção) e grau de diferenciação das lesões. O teste de análise de variância 

One way mostrou que o índice de proliferação (antígeno Ki-67, anticorpo monoclonal MIB-

1) mostrou-se associado ao grau de diferenciação dos tumores (p=0,000). A densidade 

microvascular (DMV) avaliada pelo fator-VIII em aumento de 400X foi significativamente 

maior nos CEBs menos diferenciados quando comparadas entre si apenas lesões invasivas 

(p < 0,05). Os MATs  foram avaliados mediante observação de células marcadas pelo 

CD68 e apresentaram elevada densidade tanto nos CEBs in situ quanto nos invasivos com 

diferentes graus de diferenciação. Uma relação positiva foi observada entre raça e 
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expressão do Ki-67 (p=0,000), com elevados índices para os melanodermas. O teste de 

correlação de Pearson mostrou ausência de correlação entre as proteínas pesquisadas. 

Concluímos que no CEB o índice de proliferação medido pelo Ki-67 e a DMV apresentam 

valor prognóstico e que a elevação na expressão de COX-2 apresenta-se independente do 

grau de diferenciação. Ademais, é possível que a COX-2 e os MATs estejam envolvidos 

nos diversos estágios da carcinogênese oral.  

 

Palavras-chave: 1. carcinoma de células escamosas. 2. cicloxigenase-2. 3. 

imunohistoquímica. 4. antígeno Ki-67.  5. macrófagos. 6. fator VIII  
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ABSTRACT 

 

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is a malignant neoplasm that ranges from an intense 

displasia to a lesion with high degree of locally aggressive and metastasis. The tumour 

grows with proliferation of malignant cells and adjacent supportive tissues, especially new 

blood vessels. Furthermore, an inflammatory component is present in the 

microenvironment of tumour, predisposing to growth and dissemination. Cyclooxygenase-2 

(COX-2) and tumor-associated macrophages (TAMs) are inflammatory components present 

in OSCC and may influence tumour growth and metastasis. In the present study, we 

evaluated the expression of COX-2, TAMs, Ki-67 and tumour microvessel in OSCC, 

associating these findings with histological degree of malignancy (WHO) and clinical 

features of in situ and invasive lesions. Immunohistochemical localization in 27 

deparaffinized tissue sections showed that COX-2 was expressed in OSCC by epithelial, 

endothelial and stromal cells. An elevated COX-2 expression was observed in 62,96% 

(strong 17, moderate 3, weak 1, absent 4) of the 27 tumour samples. X2 analysis showed no 

significant association between epithelial COX-2 histoscore (intensity and proportion) and 

degree of differentiation. One way analysis showed that proliferative index (Ki-67 antigen, 

monoclonal antibody MIB-1) was associated with the histological degree of malignancy of 

tumours (p=0,000). Microvessel density (MVD) assessed by factor-VIII (400X) was 

statistically different in OSCC when compared only invasive lesions (p < 0.05). TAMs 

assessed by CD68 were found in high density both in in situ and invasive OSCC exhibiting 

different degrees of malignancy. A significant relationship was observed between race and 

expression of Ki-67 (p=0,000), with high scores for blacks. Pearson correlation showed no 

correlation between studied proteins in our study. In conclusion, Ki-67 and MVD are in 
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accordance with the histological degree of malignancy of OSCC, and might be important as 

prognostic factors. COX-2 overexpression in OSCC is independent of the histological 

degree of the lesion. Furthermore, it is possible that COX-2 and TAMs may be involved in 

diverse stages of oral carcinogenesis. 

 

 

Keywords: 1. oral squamous cell carcinoma. 2. cyclooxygenase-2. 3. imunohistochemistry. 

4. Ki-67 antigen.  5. macrophages. 6. factor VIII.  
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1. INTRODUÇÃO 
 

 
 Não obstante os enormes esforços empenhados e os expressivos progressos obtidos 

até o momento na compreensão e intervenção do câncer, as estatísticas disponíveis 

demonstram que a doença se constitui ainda em flagelo mundial, afetando parcela 

considerável da população de países de todos os continentes, de todos os padrões de 

desenvolvimento econômico e social, de diversas etnias e hábitos culturais e numa larga 

faixa etária. Câncer oral é referido como um subgrupo entre as neoplasias malignas que se 

desenvolvem primariamente na boca, representando cerca de 5% das neoplasias malignas 

existentes (World Health Organization – WHO, 2007). 

 Entre os tipos de câncer que podem acometer a cavidade oral, destaca-se o carcinoma 

escamocelular de boca (CEB), que corresponde a mais de 90% dos casos da doença e 

consiste numa neoplasia maligna do epitélio de revestimento capaz de acometer língua, 

lábios, mucosa jugal, assoalho da boca, palato, glândulas salivares e outras localizações 

intra-orais (Classificação Internacional das Doenças/CID, 1990; Moore et al., 2000). A 

abordagem do CEB é importante em virtude dos seus elevados índices de morbidade e 

mortalidade, uma vez que se constitui na forma mais prevalente de câncer em alguns países 

do Oriente ou pode ainda produzir nos indivíduos sobreviventes limitações severas à sua 

vida social por comprometer gravemente a aparência e funções básicas como mastigação e 

fonação (Vokes et al, 1993; Choi et al., 2006; Pandey et al, 2008). 

O crescimento do CEB ocorre principalmente a partir de uma proliferação das 

células malignas e de tecidos adjacentes de suporte, especialmente novos vasos sanguíneos, 

sem os quais o tumor morre por desnutrição. Além disso, um componente inflamatório 

constituído por células e mediadores químicos está presente no microambiente tumoral, 
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também predispondo ao seu desenvolvimento e disseminação (Mantovani et al., 1992; 

Ueno et al, 2000; Alberts et al., 2004; Weidner, 2004; Allavena, Sica et al, 2008).  

A cicloxigenase-2 (COX-2) é uma enzima envolvida em situações inflamatórias e 

sua expressão está associada ao favorecimento de diversos tipos de câncer. Os macrófagos 

constituem juntamente com os linfócitos o principal componente celular inflamatório 

tumoral, podem influenciar positivamente o tumor de diversas formas, além de serem os 

principais secretores de COX-2 no estroma tumoral. Os episódios-chaves na carcinogênese 

relacionados à COX-2 e aos macrófagos envolvem a redução de imunidade anti-tumoral, 

indução de angiogênese, perda de adesividade celular e expressão de metaloproteinases. 

(Tsujii et al., 1997; Tsujii et al., 1998; Jones et al., 1999; Huang et al., 2000; Tanabe & 

Tohnai, 2002; Hotchkiss et al., 2003; Bonizzi & Karin, 2004; Hagemann et al., 2004; 

Dohadwala et al., 2006; Mantovani et al., 2007; Allavena et al., 2008). No entanto, existem 

poucos trabalhos na literatura que demonstram a participação da COX-2 e macrófagos em 

neoplasia orais.  

A pesquisa de proteínas relacionadas ao CEB, bem como sua relação com 

características clínicas e histopatológicas, permite o conhecimento de como fatores 

biológicos e locais podem estar envolvidos no desenvolvimento da doença, contribuindo na 

elaboração de estratégias terapêuticas.  

Este trabalho teve como objetivo avaliar a imunoexpressão de COX-2, Ki-67 

(sinalizador de proliferação celular), microvasos tumorais e macrófagos associados a 27 

CEBs de diferentes estágios de diferenciação, investigando a presença de correlação entre 

as proteínas e de associação às características clínico-patológicas dos tumores. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1.CÂNCER ORAL 

  

2.1.1 Epidemiologia 

 O carcinoma escamocelular de boca (CEB) se constitui na oitava neoplasia maligna 

mais comum no mundo e importante causa de morbi-mortalidade, principalmente no 

Oriente. A incidência da doença varia consideravelmente nos cinco continentes e tem 

crescido dramaticamente em muitas regiões. De um modo geral, as maiores taxas 

encontram-se nos países em desenvolvimento ou subdesenvolvidos (Moore et al., 2000), 

assim como os tumores com piores características clínicas e histopatológicas (Carvalho et 

al., 2004).  

 Em alguns países da Ásia, mais especificamente no subcontinente Indiano, a doença 

apresenta-se como grave problema de saúde pública, chegando a se constituir na mais 

prevalente forma de câncer entre homens (Pandey et al. 2008). Pessoas brancas são as mais 

acometidas pelo câncer de lábio, que registra maior ocorrência no lábio inferior em relação 

ao superior. Para todas as outras regiões da boca, são mais relevantes hábitos culturais em 

relação à etnia. (Brasil, Ministério da Saúde - INCA, 2008). 

 Particularmente no Brasil, o câncer de boca apresenta uma das maiores taxas 

mundiais de incidência, com cerca de 14.160 novos casos previstos para 2008 de um total 

de 466.730 novos casos de câncer. A distribuição dos casos específicos de câncer oral 

apresenta-se, como há muitos anos, heterogênea entre estados e capitais do país, sendo as 
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regiões Sul e Sudeste as mais acometidas e as regiões Norte e Nordeste as que mostram as 

menores taxas (Brasil, Ministério da Saúde - INCA, 2008). 

 De acordo com a Organização Mundial de Saúde, somente no estado da Bahia, 760 

entre os 18.450 casos de câncer ocorreram na cavidade bucal, sendo aproximadamente 250 

registrados em Salvador. Para o estado do Rio de Janeiro, que apresenta uma das maiores 

taxas nacionais, ocorrerão no ano de 2008 aproximadamente 2.030 novos casos de câncer 

oral entre os 54.850 casos de câncer estimados, sendo 900 de ocorrência na capital. (Brasil, 

Ministério da Saúde - INCA, 2008). 

 Estudos epidemiológicos têm demonstrado aumento na incidência do câncer oral 

nos últimos quinze anos tanto em homens quanto em mulheres em países como o Reino 

Unido, sobretudo em pessoas acima de 45 anos (Conway et al., 2006), embora estimativas 

demonstrem globalmente um crescimento na incidência da doença em pessoas jovens 

((Mackenzie et al., 2000). Cerca de 5% de todos os casos de câncer da cavidade oral 

ocorrem em pacientes que possuem menos de 40 anos de idade (Llewellyn et al., 2001) e os 

mecanismos através dos quais estas pessoas desenvolvem a doença parecem ser similares 

àqueles que ocorrem nos mais velhos (Jin et al., 1999). 

  Entre os fatores que têm contribuído para o aumento na incidência do câncer em 

jovens deve ser ressaltado o hábito de fumar nos primeiros anos da adolescência, o que gera 

a persistência de DNA adducts (ligações covalentes de compostos genotóxicos a 

fragmentos da molécula de DNA) no tecido pulmonar, por ser este mais vulnerável aos 

carcinógenos do tabaco nos jovens (Wiencke et al., 1999). 

 

 



 27

2.1.2 Etiologia 

 A etiologia do câncer de boca não está relacionada a apenas um carcinógeno 

específico, no entanto se admitem que o fumo e o consumo de álcool sejam os principais 

agentes causadores, estando relacionados com aproximadamente 75% dos casos (La 

Vecchia et al., 1997; Mackenzie et al., 2000). Entre os demais fatores relacionados ao 

surgimento da doença podem ser citados a radiação ultravioleta, a irradiação X, 

deficiências nutricionais, imunossupressão, infecção por HPV (papilomavírus humano) e 

por Candida, além de sífilis (La Vecchia et al., 1997; Moore, Moore et al., 2001; Hashibe 

et al., 2005). Para indivíduos jovens que nunca fumaram, a presença do HPV e 

predisposição a instabilidades genéticas parecem ser os fatores mais associados (Lingen et 

al., 2001; Llewellyn et al., 2001).  

 Milhões de pessoas no mundo inteiro são fumantes e a porcentagem da população 

que possui este hábito varia entre 25% da população total, como acontece no Reino Unido 

e na Austrália, e 63% da população total, como ocorre na China. O tabaco é 

esclarecidamente o maior fator independente para risco de câncer oral e faringeano, e seus 

usuários apresentam de 7 a 10 mais chances de desenvolver a doença em relação a pessoas 

que nunca fumaram (Lam et al., 2004; Conway et al., 2006).   

 O tabaco pode ser consumido de diversas formas, no entanto os usuários mais 

prevalentemente o utilizam em forma de cigarro enrolado industrialmente fumando com a 

chama para fora da boca. Outras maneiras menos comuns de uso incluem fumar cigarros 

enrolados manualmente com a chama para dentro da boca (fumo invertido), fumar 

charutos, aspirar ou até mesmo mascar diretamente o tabaco. Todas as formas de utilização 



 28

acima citadas estão relacionadas com o desenvolvimento do câncer oral, ainda que 

apresentem riscos distintos (Warnakulasuriya et al., 2005).   

 O hábito de fumar invertidamente, embora globalmente singular, é comum em 

algumas regiões da Índia e da América do Sul (Alvarez Gómez et al., 2008). Segundo 

estudo longitudinal realizado ao longo de seis anos, este costume está fortemente 

relacionado com o câncer oral, principalmente com lesões no palato, uma vez que o efeito 

de hipertermia gerado pela presença da chama no interior da cavidade bucal apresenta 

efeito sinergístico com os carcinógenos presentes no tabaco (Stich et al., 1992; Gupta, et 

al., 1980).  

 De acordo com Kim et al. (2006), o tabaco levaria a um maior risco para o câncer 

oral por acentuar as deficiências do processo replicativo e dos mecanismos de reparo diante 

da produção de DNA adducts (Wiencke et al., 1999) e de injúrias oxidativas, que ocorrem 

sobretudo no DNA mitocondrial, o qual é mais susceptível às lesões em relação ao DNA 

nuclear por não receber o efeito protetor das histonas. Estas são proteínas 

fundamentalmente responsáveis pelo nível mais básico de organização cromossômica 

(nucleossomo), sendo cruciais no processo de estruturação da cromatina e compactação do 

DNA durante a divisão mitótica (Alberts et al., 2004). Kim et al. (2006), que trabalharam 

com diversas linhagens celulares cancerosas de cabeça e pescoço, acreditam que o tabaco 

seria capaz de exaurir a capacidade da célula de realizar correções diante de uma injúria ao 

DNA mitocondrial, gerando uma susceptibilidade intrínseca às mutações carcinogênicas. 

 O consumo excessivo de álcool concomitante ao hábito de fumar apresenta-se 

como primeiro fator de risco para o câncer oral, uma vez que o risco para estes dois 
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agentes é sinérgico e o efeito potencial dos dois hábitos juntos supera a soma dos dois 

fatores se considerados isoladamente (Hindle et al., 2000). Alcoólicos crônicos geralmente 

fumam, o que dificulta o estabelecimento do real fator de risco independente do consumo 

de álcool (Moreno-López et al., 2000). No entanto sabe-se que o álcool, em pessoas que 

não fumam, apresenta-se como primeiro fator de risco para câncer oral (Lingen et al., 

2001) e que o risco para desenvolver a doença ou para apresentar recidiva após tratamento 

está provavelmente associado ao genótipo que o paciente apresenta da álcool-

desidrogenase, enzima responsável pela conversão do etanol a acetaldeído, um potente 

carcinógeno oral (Olshan et al., 2001). 

 

2.1.3 Aspectos histológicos 

 Os CEBs frequentemente são originados de anormalidades do tecido de revestimento 

que podem ser desde uma hiperplasia até uma neoplasia intraepitelial denominada displasia 

epitelial oral (DEO) (Kujan et al., 2007). Esta última é considerada uma importante lesão 

pré-maligna que acomete a cavidade bucal, sendo classificada em diferentes estágios que 

variam de uma lesão de baixo grau, na qual as células em divisão podem ser encontradas 

no terço inferior do epitélio e as células epiteliais ainda permanecem com morfologia em 

escama mostrando sinais de diferenciação ainda que incompleta; até uma displasia de alto 

grau (carcinoma in situ), na qual as células de todas as camadas epiteliais estão 

proliferando e já não mostram sinais de diferenciação. Quanto mais desenvolvida a DEO, 

maior a probabilidade de evoluir para o câncer e menor o tempo necessário para que ocorra 

a transformação cancerosa (Alberts et al., 2004; Barnes et al., 2005; Kujan et al., 2007). 
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 A partir de uma DEO acentuada, as células destroem a lâmina basal e invadem o 

conjuntivo adjacente, caracterizando a malignidade propriamente dita. Nesta as células 

exibem alterações morfológicas específicas como: hipercromasia nuclear (compactação e 

irregularidade da cromatina), alteração da relação núcleo/citoplasma (aumento do núcleo), 

pleomorfismo celular (variações pronunciadas no volume e na forma do citoplasma), 

hipercelularidade (aumento do número de células por área), além de um aumento no 

número de mitose típicas e atípicas (tri ou multipolares) e perda completa da diferenciação 

celular (anaplasia) (Alberts et al., 2004; Barnes et al., 2005). 

 

 

2.1.4 Graduação histológica  

 Os CEBs apresentam comportamentos biológicos muitas vezes surpreendentes, 

mesmo dentro de uma localização anatômica específica. O curso clínico, por exemplo, da 

CEB de língua é claramente imprevisível, principalmente das lesões em estágio inicial, nas 

quais o índice de metástases ocultas é relativamente elevado (Keski-Säntti et al., 2007). 

Nesse sentido, a predição do comportamento do tumor pode ser auxiliada pela avaliação de 

sua atividade biológica e tem sido realizada há muitos anos mediante análise de parâmetros 

histológicos que envolvem aspectos morfológicos do tumor e de sua população celular 

(Anneroth et al., 1986).    

 Em 1941, Broders propôs um método de graduação histológica de malignidade 

essencialmente descritivo, que contemplava a proporção de maturação e diferenciação 

celular nas porções menos diferenciadas do tumor, através do qual este poderia ser 

classificado como: altamente, moderadamente ou pobremente diferenciado. De acordo com 

Anneroth et al. (1986), este método apresenta um fator limitante da maior relevância, que é 
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a restrição da análise à população celular tumoral, o que impediria inferir prognóstico 

adequado para delineamento da terapia.   

 Em 1973, Jakobson et al. estabeleceram um sistema de graduação histológica de 

malignidade para carcinomas de laringe, o qual passou a ser utilizado para carcinomas 

orais. Esta classificação ampliava os critérios morfológicos em relação ao método de 

Broders, agregando a análise da interface entre as células tumorais e o tecido hospedeiro 

(relação tumor-hospedeiro). Eram atribuídos valores de 1 a 4 de acordo com a observação 

de oito parâmetros morfológicos, incluindo: pleomorfismo nuclear, número de mitoses, 

modo e estágio de invasão, estrutura e diferenciação do tumor, resposta celular e invasão 

vascular. 

 Posteriormente, Anneroth & Hansen (1984) sugeriram dentro da classificação de 

Jakobson et al. (1973) a exclusão do critério “invasão vascular”. Segundo eles, a 

modificação proposta no sistema de graduação justificava-se pela impossibilidade de 

reconhecer e definir claramente este aspecto do tumor.  

 Em 1987, Anneroth et al. apresentaram um método de graduação multifatorial 

originado a partir de outras modificações daquele proposto por Jakobson et al. (1973). As 

alterações consistiam basicamente na inclusão de porcentagens e pontuação de parâmetros 

morfológicos que tornassem a avaliação semi-quantitativa, sendo eles: padrão e estágio de 

invasão, pleomorfismo nuclear, número de mitoses, grau de queratinização e infiltração 

linfo-plasmocitária. A atribuição de um escore de malignidade era obtida ao final pela 

divisão da somatória das pontuações. 

 Bryne et al. (1989), por sua vez, introduziram uma nova graduação histopatológica de 

malignidade para o CEB a partir de uma importante alteração no sistema estabelecido por 

Anneroth et al. (1987): a exclusão do parâmetro “estágio de invasão”. Segundo os autores, 
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a maior parte das biópsias incisionais apresentam pouca quantidade de material, o que 

inviabiliza adequada análise do estroma tumoral.  

 A classificação proposta por Bryne et al. (1989) consistia na observação das margens 

de invasão e das células nas áreas mais profundamente invasivas, que segundo os autores 

são as que ditam o comportamento clínico do tumor. Neste sistema de graduação, as lesões 

também recebiam uma pontuação para cada um dos aspectos histopatológicos analisados e 

um escore final obtido pela média aritmética da soma total dos pontos atribuídos a cada 

parâmetro avaliado. Escores elevados indicariam prognóstico pobre. 

 Em 2005, Brandwein-Gensler et al. sugeriram uma avaliação histopatológica de 

risco, na qual as margens tumorais não seriam aspecto de grande validação do prognóstico.  

De acordo com esse método de graduação, três variáveis histopatológicas (invasão 

perineural, infiltrado linfocítico e padrão de invasão) eram avaliadas e relacionadas com o 

índice de recorrência do tumor e com o nível de sobrevida dos pacientes. Valores 

numéricos eram atribuídos a cada um dos parâmetros histopatológicos, sendo o padrão de 

invasão definido pela notificação do pior padrão encontrado, e não do padrão 

predominante. 

 Embora diversos sistemas para graduação histológica tenham sido sugeridos na 

literatura, a classificação da Organização Mundial da Saúde (OMS), proposta em 2005 

(Barnes et al., 2005), tem sido a mais recentemente utilizada (Kademani et al, 2005;                               

Bell et al., 2007; Huang et al., 2007; Keski-Sänttti et al., 2007), pois avalia os aspectos 

histopatológicos em conjunto e não necessita de qualquer tipo de cálculo. A análise baseia-

se essencialmente na diferenciação celular, e os CEB são agrupáveis em três categorias: 

altamente, moderadamente ou pobremente diferenciados.  
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 Os CEBs considerados ‘bem diferenciados’ são aqueles nos quais a arquitetura 

tecidual foi preservada dentro de uma semelhança com o epitélio escamoso normal. Os 

‘moderadamente diferenciados’ são os que apresentam certo grau de pleomorfismo 

nuclear, atividade mitótica e pouca ceratinização. Aqueles que apresentam numerosas 

mitoses típicas e atípicas, queratinização mínima ou ausente e predomínio de células 

pleomórficas são classificados como ‘pouco diferenciados’ (Barnes et al., 2005). Os bem 

diferenciados são os que apresentam, portanto, melhor prognóstico, enquanto os pouco 

diferenciados revelam um prognóstico sombrio.  

 Embora já invalidada por alguns trabalhos como variável importante na predição do 

curso clínico do tumor, a graduação histológica prevalece na literatura como importante 

fator de emissão de prognóstico para o câncer oral. Em 2004, Lim et al. investigaram 

aspectos clínico-patológicos em pacientes portadores de CEBs de língua, utilizando a 

graduação de malignidade de Broders e escores de Bryne e de Anneroth para analisar o 

modo e a frente de invasão. Eles encontraram correlação significativa entre a presença de 

metástases cervicais e a gaduação de Broders, bem como com os escores de Aneroth e de 

Bryne. No entanto, de todos os aspectos analisados, os autores só correlacionaram índice 

de sobrevivência dos indivíduos com presença de metástase cervical tardia. 

 Kademani et al. (2005) estudaram em 215 pacientes portadores de CEB 

características clínico-patológicas, incluindo a graduação histológica da OMS, no intuito 

de identificar fatores de predição para o prognóstico, sobretudo em relação ao período livre 

da doença. Eles observaram que idade, raça, gênero, localização e padrão das margens do 

tumor foram fatores que não influenciaram a sobrevida dos pacientes, que foi 

significativamente correlacionada com o estágio e graduação histológica dos tumores. Os 
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autores ressaltam a importância da graduação histológica como fator prognóstico 

independente para predizer sobrevivência em indivíduos portadores de CEB. 

 Keski-Sänttti et al. (2007) realizaram estudo com 73 pacientes portadores de CEB de 

língua, no intuito de analisar o valor de quatro parâmetros histopatológicos para prever 

recorrência local, presença de metástases ocultas e índice de sobrevida dos pacientes. Eles 

não encontraram qualquer correlação entre a graduação histológica da OMS e a presença 

de metástases ocultas, correlacionando significativamente apenas com a infiltração e com o 

diâmetro patológico tumoral. Os autores correlacionaram apenas este último parâmetro 

histopatológico com o índice de recorrência local e não correlacionaram nenhum parâmetro 

com o índice de sobrevivência dos indivídous. Eles consideram que a graduação 

histológica não apresenta qualquer valor prognóstico.    

 Huang et al. (2007) analisaram a significância prognostica de determinados aspectos 

clinico-patológicos em 150 pacientes portadores de CEB submetidos a tratamento 

cirúrgico. Foi estabelecida classificação histológica do tumor baseada na graduação da 

OMS e os autores encontraram este aspecto como fator que afetou de forma independente a 

taxa de sobrevivência dos pacientes. Segundo eles, a graduação histológica, ao lado do 

estágio do tumor, constitui a variável prognóstica mais importante para o CEB.   

 Bell et al. (2007) avaliaram em 115 pacientes com CEB de diferentes localizações a 

influência, não apenas das diferenças anatômicas, mas de aspectos clínico-patológicos, 

como variáveis emissoras de prognóstico. De acordo com os resultados encontrados, tanto 

o estágio do tumor quanto a graduação histológica da OMS apresentaram significância 

estatística ao serem correlacionados com o índice de sobrevivência dos indivíduos, o que 

não ocorreu em relação às diferenças nos sítios anatômicos de ocorrência da lesão.  
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 Silveira et al. (2007) analisaram em 30 casos de CEB de língua a presença das 

citoqueratinas 7, 10, 13, 14, 16 e 19 e aspectos clínico-patológicos dos tumores, como 

tamanho do tumor, disseminação lifonodal e à distância. Para a graduação histológica, os 

autores utilizaram a classificação de Bryne que, segundo os resultados obtidos, foi o único 

aspecto que não se correlacionou com as variáveis clínicas do tumor. Os autores afirmam, 

portanto, que a graduação histológica de Bryne não atesta o comportamento biológico dos 

CEBs de língua. 

 

2.1.5 Bases moleculares  

 O surgimento do câncer é um processo gradativo que está relacionado com um 

acúmulo de aberrações genéticas ou epigenéticas não-letais, sendo a primeira relacionada 

diretamente com a seqüência de DNA, e a segunda com o padrão de expressão dos genes 

sem que haja mudança na seqüência de DNA. Modelos matemáticos afirmam que 

aproximadamente de sete a dez alterações individuais devam ser produzidas até que o 

câncer se desenvolva (Renam, 1993). As alterações genéticas podem surgir de forma 

espontânea ou herdada. As alterações epigenéticas, por sua vez, sempre refletem a 

memória celular e ocorrem durante o desenvolvimento normal como manifestações da 

estabilidade dos diferentes estados de diferenciação celular. Ambas culminam na produção 

de alterações fenotípicas nas células tumorais (Alberts et al., 2004; Kumar et al., 2005).  

  As mutações nas células somáticas que levam à formação do câncer são originadas 

a partir de um comprometimento de genes específicos relacionados com a proliferação ou 

diferenciação celular, os quais são chamados de oncogenes quando são originados de genes 

estimuladores do crescimento e da divisão celular; e de supressores de tumor quando 
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relacionados ao controle negativo da proliferação celular, promoção da apoptose e 

diferenciação (Jones, 2004). Entre os processos bio-moleculares que estão vinculados ao 

surgimento da célula que originará um clone maligno estão: a ativação de oncogenes por 

mutação puntiforme, translocação, amplificação ou desregulação da expressão genética; 

alteração, deleção ou inativação de genes supressores de tumor; além de alterações em 

genes que controlam a apoptose ou que realizam o reparo do DNA (Alberts et al., 2004; 

Kumar et al., 2005). 

 Entre os oncogenes humanos mais associados ao desenvolvimento do câncer estão o 

ras, myc, erbB, abl, sis, sendo o ras, que se encontra mutado em cerca de um a cada quatro 

tumores humanos, o único capaz de sozinho gerar um célula maligna (Alberts et al., 2004) 

e o mais relacionado ao câncer oral. Dos genes supressores de tumor destacam-se o Rb e o 

p53, sendo as alterações em p53 bastante relacionadas com o câncer oral. A forma ativa da 

pRb, sob a influência de importantes proteínas controladoras do relógio celular 

denominadas cinases dependentes de ciclinas (CDKs), impede o ciclo de entrar na fase S, 

funcionando assim como freio da divisão celular. O p53 é expresso apenas diante de uma 

injúria ao DNA, impedindo em cooperação com a pRb a progressão da divisão celular, 

induzindo o reparo do DNA lesado ou a apoptose em caso de não reparação. Entre os genes 

controladores de apoptose, o bcl-2, relacionado com o controle anti-apoptótico, parece ser 

o mais envolvido nas malignidades orais (Jones, 2004).  

 O desenvolvimento de um tumor maligno está vinculado a inúmeras interações entre 

suas células e componentes do hospedeiro, incluindo inicialmente alterações nos 

mecanismos proliferativos e posteriormente o rompimento de uma membrana basal. 

(Kalluri, 2003; Kumar et al., 2005).  
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  As metástases, principal causa de óbitos decorrentes do câncer, são implantes 

tumorais distantes e descontínuos em relação ao tumor primário Para sua ocorrência estão 

implicados inicialmente invasão local através dos tecidos e posterior disseminação via 

linfática ou sanguínea. O complexo evento que se constitui na formação da metástase 

tumoral depende de diversos aspectos relacionados à interação entre células tumorais e 

células sadias do hospedeiro, mas depende sobremaneira do potencial proliferativo e da 

formação de novos vasos (angiogênese) (Kumar et al., 2005).   

 

 

2.2 PROLIFERAÇÃO CELULAR  -  Ki-67 

  A proliferação celular é considerada um dos principais mecanismos na 

tumorigênese (Van Diest et al., 1998). Embora as células cancerosas possuam um período 

de cumprimento do ciclo celular semelhante ao das células normais, elas apresentam um 

descontrole no número de vezes que são capazes de se dividir, podendo se tornar inclusive 

imortalizadas quando cultivadas em laboratório. Além disso, as células cancerosas perdem 

algumas propriedades controladoras da proliferação, a exemplo da inibição por contato, o 

que faz com que elas continuem a se replicar mesmo diante da união com a membrana 

celular de células vizinhas (Alberts et al., 2004).  

 De um modo geral, quanto maior o potencial proliferativo de um tumor, maior a sua 

natureza agressiva, o que faz deste importante fornecedor de prognóstico. A proliferação 

celular pode ser avaliada de três formas: através de marcadores de fração de crescimento; 

de marcadores de fases específicas do ciclo celular; e de marcadores da duração do ciclo 

celular (Gerdes et al., 1984; Gerdes, 1990). 
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 O Ki-67 é uma grande proteína não-histona de 395kDa intrinsecamente relacionada 

aos mecanismos proliferativos da célula (Gerdes, 1990). A quantidade de pKi67 presente 

durante cada momento do ciclo celular é regulada, e ela se expressa por mecanismos 

proteolíticos, o que pode ser evidenciado pela sua susceptibilidade a determinadas 

proteases, a partir de fosforilação e desfosforilação durante a mitose (Schlüter et al., 1993; 

Wu et al., 2000).  

 O anticorpo anti Ki-67 detecta este antígeno nuclear, que está presente 

exclusivamente em células proliferativas. Ele pode ser classificado como marcador de 

fração de crescimento porque fornece o número de células que estão proliferando (Gerdes, 

1990), e tem sido utilizado para demonstrar a atividade proliferativa celular nas fases G1, S, 

G2 e M do ciclo celular, apresentando expressão máxima nas fases G2 e M (Gerdes et al., 

1984). 

 Devido a sua alta sensibilidade e especificidade para caracterizar proliferação 

celular em massa tumoral (Magdelénat, 1992), além de sua propriedade de expressar-se em 

quase todas as fases do ciclo celular, o Ki67 tem sido utilizado de forma confiável em 

trabalhos envolvendo estudo de neoplasias orais (De Aguiar et al., 2007; Katori et al., 

2007). 

 Katori et al. (2007) realizaram um trabalho com objetivo de quantificar em humanos 

a expressão imunohistoquímica de Ki-67 para diferentes neoplasias malignas 

(adenocarcinoma - AD, carcinoma epitelial/mioepitelial - CEM e adenocarcinoma cístico - 

AC) originados de adenomas pleomórficos (AP), os quais são tumores benignos de 

glândula salivar com relativo risco para cancerização. Eles encontraram aumento 

significativo nos índices de Ki-67 para AD, quando comparados com os casos de CEM, de 

AP e de sialoadenite (inflamação de glândulas salivares maiores). Os autores encontraram 
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também elevação significativa nos índices de Ki-67 quando compararam os casos de AC 

com os de sialoadenite. Eles afirmam que altos escores de imunomarcação para Ki-67 estão 

geralmente associados a comportamento agressivo dos tumores, principalmente nos 

tumores malignos de glândula parótida e que o diagnóstico patológico está sempre de 

acordo com o padrão proliferativo celular das lesões. 

 Em trabalho realizado em 2007, de Aguiar et al. pesquisaram aspectos clínicos, 

histológicos e moleculares que estivessem correlacionados com a recorrência precoce local 

do carcinoma escamocelular oral em humanos. Entre os fatores investigados estiveram 

presentes: hábito de fumar e consumo de álcool por parte do paciente; modalidade de 

tratamento realizado; e expressão de Ki-67, de caderina-E, de p53 e de bcl-2 avaliadas por 

imunohistoquímica nas amostras de massa tumoral coletadas. Dos fatores acima citados, a 

expressão elevada do Ki-67 e o consumo excessivo de álcool foram os únicos que 

estiveram relacionados com a recorrência da doença. Os autores afirmam que as 

características biológicas do tumor, como expressão aumentada de Ki-67, podem identificar 

pacientes de alto risco, ajudam na compreensão de discrepâncias clínicas e redefinem o 

plano de tratamento, o qual deverá ser mais agressivo. 

 Kim et al. (2007) testaram, em carcinomas escamocelulares (CEBs) de língua 

removidos terapeuticamente de 60 pacientes, a validade do Ki-67 e de uma proteína 

indutora de hipóxia (carbônico-anidrase IX – CA IX) como fatores indicadores de 

prognóstico, uma vez que as alterações induzidas pelo ambiente hipóxico tornam as células 

com fenótipo mais agressivo. Os níveis de expressão das proteínas foram correlacionados 

com os índices de sobrevida e morbidade dos indivíduos operados. Expressão elevada de 

Ki-67 foi encontrada tanto nos pacientes que apresentaram um baixo índice de 

sobrevivência quanto naqueles que sobreviveram, mas que apresentaram baixo período 



 40

livre da doença. Foram considerados de alto risco aqueles pacientes com altos índices de 

Ki-67 e de CA IX, e de médio risco os que apresentaram altos níveis de uma das duas 

proteínas apenas, uma vez que estas foram compreendidas como fatores independentes no 

estabelecimento do prognóstico. Os autores concluíram que o Ki-67 pode ser incluído num 

modelo prognóstico para representar o potencial proliferativo das células em CEB de 

língua.  

 

 

2.3 ANGIOGÊNESE TUMORAL 

 Ao lado da capacidade de proliferação, a potência em gerar novos vasos figura como 

aspecto biológico da maior relevância na tumorigênese porque existe a necessidade de 

sustentação nutricional das células tumorais (Weidner, 2004). Tumores precisam de novos 

vasos para sobreviver e crescer além do tamanho de cerca de um milímetro, pois com essas 

dimensões a nutrição por difusão apresenta-se já inviabilizada.  Por isso, o crescimento e 

posterior disseminação à distância é um processo que depende principalmente de fatores 

envolvidos na neoformação de vasos, sendo que sem estes as células tumorais entram em 

degeneração e morrem. Desta forma, tumores com elevada presença de vasos estão 

comumente associados com comportamento biológico mais agressivo e prognóstico ruim 

(Alberts et al., 2004).  

 A formação de novos vasos tem sido considerada um componente do crescimento 

tumoral tão importante a ponto da diminuição induzida do suprimento sanguíneo, que pode 

ser utilizada sem colocar em risco os vasos sanguíneos pré-existentes nos tecidos sadios 

adjacentes, ser utilizada como alternativa importante no tratamento de diversos tipos de 

câncer (Weidner, 2004). A terapia consiste basicamente em bloquear fatores de 
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crescimento angiogênicos ou adicionar moléculas inibidoras de angiogênese (Abdollahi et 

al., 2005; Li et al., 2005; Lee et al., 2007). 

 Os vasos sanguíneos podem se formar nos tecidos humanos mediante dois 

mecanismos distintos: vasculogênese e angiogênese. A vasculogênese se caracteriza pela 

diferenciação de células precursoras denominadas angioblastos em células endoteliais e 

formação de novo de um sistema vascular primitivo, enquanto a angiogênese se dá pelo 

crescimento de novos capilares a partir de vasos sanguíneos maduros pré-existentes (Risau, 

1997). 

 Há alguns anos acreditava-se que no adulto a formação transitória ou permanente de 

novos vasos em situações fisiológicas e patológicas ocorresse apenas por angiogênese, já 

que classicamente a vasculogênese se constituía num processo associado à formação do 

sistema vascular primitivo do embrião (Risau & Flamme, 1995).  

 Atualmente, a caracterização na circulação sanguínea de células progenitoras 

endoteliais vindas da medula óssea em animais adultos e a demonstração da incorporação 

das mesmas em focos de neovascularização fisiológica e patológica indicam a participação 

da vasculogênese na neovascularização que ocorre na vida adulta (Asahara & Isner, 2002). 

No entanto, tratando-se exclusivamente de formação tumoral maligna, o crescimento e 

posterior disseminação à distância se dão mediante angiogênese e os complexos processos 

envolvidos no curso dessa lesão dependem principalmente de fatores envolvidos nessa 

modalidade de formação vascular (Alberts et al., 2004).  

 Tanto na angiogênese fisiológica (p.ex. no ciclo reprodutivo) quanto na patológica 

(p.ex. inflamação e câncer) existe um brotamento dos novos vasos sanguíneos a partir de 

extensões da vasculatura existente como resultado de um balanço entre fatores pró-

angiogênicos e anti-angiogênicos. Esta regulação envolve a interação entre células 
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endoteliais; celulas periendoteliais, como as musculares lisas e os pericitos; células do 

estroma e matriz extracelular e é traduzida por sinais positivos e negativos liberados por 

essas células (Carmeliet, 2004). 

 Nos tumores, moléculas reguladoras de angiogênese são produzidas e difundidas 

principalmente pelas próprias células neoplásicas, por leucócitos, mastócitos ou por 

macrófagos presentes ao redor do tumor. Os principais fatores pró-angiogênicos tumorais 

são: o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), o fator de crescimento 

transformante-β (TGFβ), a interleucina-8 (IL-8) e o fator de necrose tumoral-α (TNFα). 

Entre os fatores anti-angiogênicos tumorais os mais importantes são a trombospondina, a 

angiostatina e a endostatina (O’Reilly, 1997; O’Reilly et al., 1997; Yuan et al., 2000; 

Masuda et al., 2007). 

 Inicialmente fatores pró-angiogêncios, em particular o VEGF, ativam as células 

endoteliais estimulando sua proliferação e migração (Lee et al, 2007). A partir da ação de 

metaloproteinases, que irão realizar degradação da matriz extracelular e concomitante 

liberação de fatores de crescimento antes seqüestrados na matriz, como o fator de 

crescimento de fibroblastos básico (FGFb), a angiopoetina-1 e o próprio VEGF, as células 

endoteliais finalmente migram. Em seguida estas células organizam-se formando estruturas 

tridimensionais em forma de tubo, as quais posteriormente adquirem um lúmen (Carmeliet, 

2004; Rundhaug, 2005).  

 Posteriormente, a partir da secreção pelas células endoteliais de fatores pró-

angiogênicos tardios como o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o TGF-

β, ocorre recrutamento e proliferação de células periendoteliais, que realizam a 

estabilização dos vasos recém-formados e inibem a proliferação das células endoteliais, 

estimulando sua diferenciação e sobrevivência (Al Rawi et al., 2005).  Mais 
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especificamente, PDGF está envolvido no recrutamento de pericitos e TGF-β participa da 

maturação dos vasos (Cleaver & Melton, 2003). 

 Resumidamente, os eventos relacionados à angiogênese tumoral envolvem: a) a 

dissolução da membrana basal; b) migração de células endoteliais em direção ao tumor; c) 

canalização para formação de rede vascular; e d) amadurecimento do leito capilar com 

formação de membrana basal, sendo que os fatores reguladores de angiogênese podem 

estar relacionados a um ou várias etapas desse mecanismo (Kumar et al., 2005). 

 Diversos estudos até o momento têm sido conduzidos no intuito de descrever 

biologicamente e esclarecer como a angiogênese está implicada na progressão tumoral. 

Yuan et al., (2000) afirmam que a IL-8 induz a quimiotaxia e proliferação de células 

endoteliais e é um fator angiogênico tumoral tão importante a ponto de poder ser utilizada 

como indicador de prognóstico em câncer de pulmão. 

 Pugh & Ratcliffe (2003) ressaltam a ação reguladora do fator induzido por hipóxia 

(HIF), um fator transcricional que regula fatores de crescimento-chave na angiogênese 

tumoral como o próprio VEGF. 

 Kimura et al. (2007) afirmam que a presença de interleucina-1β (IL-1β) em células 

tumorais de pulmão induz a produção de potentes fatores angiogênicos, VEGF e a IL-8, o 

que favorecer o crescimento do tumor.  

 Por outro lado, Vairaktaris et al. (2007), investigando polimorfismos nos genes que 

controlam a expressão da IL-1β em indivíduos portadores de CEB, não encontraram 

qualquer correlação com características histopatológicas dos tumores ou hábitos culturais 

dos pacientes que fossem predisponentes à doença. Eles afirmam que provavelmente a IL-

1β, embora produza fatores relacionados à angiogênese tumoral, não apresenta papel 

primordial no desenvolvimento do CEB.    
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  Segundo alguns autores, a vascularização do CEB, principalmente nos mais 

agressivos, pode ser realizada também através da formação de canais vasculares delineados 

por células tumorais, o que é chamado de ‘mimetismo’ ou mediante a conjunção de células 

endoteliais com células tumorais, o que é chamado ‘mosaico’. Esses canais, que foram 

observados inicialmente em melanomas, se constituem num requinte de disseminação 

tumoral porque permitem que o tumor sofra perfusão através dos tecidos 

independentemente da angiogênese tumoral (Maniotis et al., 1999; Liu et al., 2008).  

 Embora a angiogênese não possa ser medida diretamente em tumores humanos, 

mesmo em lesões frescas (Schor et al., 1998), estudos que associaram diretamente alta 

densidade microvascular com mau prognóstico para alguns tipos de câncer demonstram que 

a vascularidade de um tumor é bom indicativo do seu potencial angiogênico e isso pode ser 

aferido através de cortes histológicos (Horak et al., 1992; Gasparini & Harris, 1995; 

Gasparini et al., 1998; Artese et al., 2001; Vora et al., 2003).   

 A presença de vasos sanguíneos nos tecidos pode ser avaliada pela identificação e 

quantificação de estruturas marcadas com anticorpos como Fator VIII ou de von Willebrand 

(F VIII), CD31 ou CD34, que apresentam reatividade para células endoteliais. O F VIII e o 

CD31, embora incapazes de distinguir novos vasos formados por angiogênese tumoral 

daqueles pré-existentes que foram incorporados num tumor invasivo, permitem a 

interpretação de sua marcação como angiogênese induzida pelo tumor (Schor et al., 1998).   

 O Fator de von Willebrand desempenha um importante papel na hemostasia, 

promovendo a adesão das primeiras plaquetas ao subendotélio vascular, além de transportar 

o F VIII na circulação sanguínea, sendo que o antígeno relacionado ao F VIII se localiza 

exclusivamente no endotélio vascular (Maeda et al., 1995; Tan  & Ginsburg, 2008).   
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  Siitonen et al. (1995) e Martin et al. (1997) avaliaram o quanto a medida de 

angiogênese a partir da marcação com três diferentes anticorpos estaria relacionada fatores 

prognósticos em 77 e 174 casos de câncer de mama, respectivamente. Siitonen et al. (1995) 

encontraram bom desempenho apenas para o CD34 e F VIII, embora não tenha 

correlacionado nenhum dos dois com achados clinico-patológicos dos pacientes. Martin et 

al. (1997), por sua vez, encontraram boa correlação entre as marcações realizadas com 

CD31, CD34, F VIII e o índice de sobrevivência dos pacientes, sendo que o CD31 

apresentou a menor correlação entre os três, e o F VIII correlação mais significativa com o 

índice de morte. Os autores alertam para o fato do CD31 não marcar exclusivamente 

células endoteliais, o que pode diminuir sua confiabilidade. 

 Weidner et al. (1991) avaliaram a correlação entre angiogênese identificada pelo F 

VIII e metástase em 49 casos de câncer de mama e encontraram resultados significativos 

tanto para contagem dos vasos por campo quanto por densidade microvascular. Os autores 

afirmam que a medida de vascularização obtida em aumento de 200X a partir das regiões 

mais vascularizadas do tumor pode ser utilizada para identificar pacientes em estágio inicial 

da doença que precisam de terapia agressiva. 

 Shpitzer et al. (1996) investigaram em 25 CEBs de língua a relação entre a 

angiogênese tumoral marcada pelo F VIII e presença de metástase. Eles realizaram 

contagem por campo, num aumento de 250X e encontraram forte correlação, afirmando que 

nessas condições a vascularização é forte fator preditivo de metástase nodal. 

 Em 1997, Gleich et al. estudaram a angiogênese em 31 CEBs através de medida de 

densidade microvascular pelo F VIII e CD31 em aumento de 400X e compararam os 

resultados com aspectos clínicos de progressão do tumor. Eles observaram correlação entre 

densidade microvascular e o estágio da doença, mas não em relação ao índice de 
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sobrevivência dos pacientes, afirmando que a agressividade do tumor não pode ser predita 

pela medida de vascularização.  

 Artese et al. (2001) avaliaram em 52 casos de CEB a microdensidade vascular 

aferida pelo F VIII em aumento de 400X e compararam os dados obtidos com achados 

clínico-patológicos dos pacientes. Eles encontraram forte correlação entre quantificação dos 

vasos e graduação histológica, bem como presença de metástase lifonodal.  

 Vora et al. (2003) no intuito de estabelecer fatores prognósticos para CEB de língua, 

avaliaram diversos biomarcadores, incluindo o F VIII, em relação a parâmetros de 

prognóstico. Eles realizaram contagem por campo, utilizaram aumento de 400X e afirmam 

que a contagem de microvasos se correlaciona significativamente com o índice de recidiva 

da doença.  

 Guttman et al. (2004) estudaram a expressão do F VIII e CD34 em 23 casos de CEB 

de língua no intuito de avaliar a validade prognóstica do grau de vascularização. Eles 

realizaram contagem por campo num aumento de 400X e acreditam que a vascularização é 

um bom indicativo da agressividade desses tumores, embora tenham encontrado resultados 

significativos apenas com o CD34.  

 Em 2007, Férnandez et al. realizaram estudo longitudinal realizado ao longo de 5 

anos  e avaliaram angiogênese mediante marcação pelo CD31 em aumento de 400X em 43 

pacientes portadores de CEB de língua. Eles não encontraram correlação entre DMV e os 

índice de recorrência e sobrevivência dos pacientes, e afirmam que a medida de 

angiogênese não se apresenta como fator prognóstico para o CEB. 

 Calvin et al. (2007) avaliaram, através de marcação pelo F VIII em aumento de 

200X, a importância da DMV como fator prognóstico para prever grau de recorrência em 

pacientes portadores de carcinoma de cabeça e pescoço submetidos a radioterapia. Eles 
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afirmam a DMV não esteve correlacionada com índice de recidiva, presença de metástase 

ou sobrevivência dos indivíduos, e, portanto não apresenta valor prognóstico para a doença 

estudada. 

 Liu et al. (2008) analisaram a presença de vasos delineados por células tumorais 

mediante dupla-marcação com o CD34 e pan-citoqueratinas, em relação a aspectos clínico-

patológicos em 112 amostras de CEB oral e observaram forte correlação entre a quantidade 

de formação dessas estruturas e índice pobre de sobrevivência dos pacientes. Logo os 

autores afirmam que os vasos delineados por células tumorais podem ser marcadores 

potentes de prognóstico para a doença. 

  

 

2.4 INFLAMAÇÃO E TUMORIGÊNESE 

 A ligação existente entre inflamação e câncer é antiqüíssima. Há mais de um século 

o cientista Rudolf Virchow observou a presença de um infiltrado leucocitário nas 

proximidades de um tumor maligno e sugeriu o elo entre os dois temas (Allavena et al., 

2008). Embora não tenha sido foco de atenção na pesquisa sobre o câncer durante longo 

período, esses fenômenos têm recebido confirmações moleculares e genéticas em relação à 

sua importância para a progressão da doença. 

 

2.4.1 Macrófagos  

 Nos últimos anos houve considerável aumento no interesse para a função das 

células intersticiais nos tumores, sobretudo nas malignidades, onde a presença de células 

inflamatórias parece ter um significado biológico bastante relevante (Coussens & Werb, 

2002). Em particular, macrófagos constituem o maior componente celular do estroma 
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tumoral e funcionam como reguladores negativos ou positivos do crescimento do tumor 

(Mantovani et al., 1992). As próprias células tumorais estimulam a constituição desse 

estroma, o qual secreta diversos fatores de crescimento, proteases e citocinas no qual os 

macrófagos estão ambientados (Ueno et al., 2000). 

  

2.4.1.1 Origem, morfologia e função  

 O termo ‘macrófago’ foi utilizado pela primeira vez há mais de um século por um 

pesquisador Prêmio Nobel chamado Metchnikoff, para descrever células fagocitárias 

amebóides observadas após a introdução de um espinho de rosa em larvas de estrela-do-

mar (Tauber & Chernyak, 1989). Atualmente, esta célula é compreendida como a principal 

responsável por diversos processos metabólicos, imunológicos e inflamatórios, tanto em 

condições fisiológicas quanto em condições patológicas (Naito, 2008).      

 Presentes em quase todos os animais, os macrófagos nos humanos são originados a 

partir de células-tronco hematopoiéticas em estágios tardios de órgãos hematopoiéticos e 

medula óssea do feto. Estas posteriormente originam os monócitos, células circulantes no 

sangue que se dirigem aos tecidos através de um processo de migração denominado 

diapedese (Takahashi et al., 1996).  

A função dos macrófagos em relação à defesa do hospedeiro inclui: fagocitose de 

patógenos; apresentação de antígenos a linfócitos T; citotoxicidade antimicrobiana; 

expressão de citocinas, fatores de crescimento, componentes do complemento, enzimas e 

prostaglandinas; além de promoção do remodelamento tecidual. Todas estas ações estão 

intrinsecamente relacionadas à presença de diversos receptores na sua superfície: para 

moléculas de adesão, para imunoglobulinas, para proteínas do sistema complemento, para 

citocinas pro-inflamatórias e para moléculas da parede celular. Aqueles relacionados à sua 
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atividade de limpador de detritos reconhecem e fagocitam o patógeno, podendo matá-lo 

mediante diversos mecanismos (Naito, 2008). Outras importantes funções realizadas pelos 

macrófagos incluem a ingestão e digestão de eritrócitos senescentes, imprescindível para o 

metabolismo da bilirrubina, principal produto do metabolismo da fração heme da 

hemoglobina (Naito, 2008); e o mecanismo de involução fisiológica observado no útero 

pós-parto (Brandes & Anton , 1969). 

  

2.4.1.2 Macrófagos e progressão do câncer  

 Geralmente, quando adequadamente ativados, os macrófagos apresentam importante 

ação contra células tumorais, desde que seus precursores, os monócitos circulantes, se 

liguem às células endoteliais para migração mediante expressão de moléculas próprias de 

adesão, como a molécula de adesão intercelular-1 (ICAM-1). Os níveis de expressão da 

ICAM-1 estão estreitamente relacionados com a adesão de monócitos do sangue periférico 

às células endoteliais, pois funcionam como um contra-receptor de algumas integrinas, a 

exemplo da β-2 integrina, que é uma molécula de adesão dependente de cálcio que liga as 

células à matriz extracelular (Bernasconi et al., 1991; Webb et al., 1991). Embora a 

expressão da ICAM-1 nas células tumorais se relacione com a progressão e 

desenvolvimento de tumores, seu papel no câncer oral ainda não foi totalmente estabelecido 

(Huang et al., 2000). 

 Com relação à infiltração dos macrófagos em direção ao tumor para realização de 

sua atividade tumoricida, existe uma regulação mediada por diversas citocinas e 

quimiocinas. Estas últimas constituem uma grande familia de citocinas estruturalmente 

homólogas que estimulam, entre outros, a migração dos leucócitos do sangue para os 



 50

tecidos e são produzidas constitutivamente por várias células nesses tecidos (Abbas & 

Lichtman, 2005). Entre as quimiocinas, destaca-se a MCP-1/CCL2 (proteína quimiotática 

de macrófagos), que é produzida não apenas pelas células tumorais, mas por fibroblastos, 

células endoteliais e pelos próprios monócitos. O gene MCP-1 ativa nos monócitos sua 

função citostática para células cancerosas, enquanto que o gene MCP-1 transfer eleva o 

potencial metastático de células tumorais (Nakashima et al., 1995).  

 Macrófagos associados ao tumor (MATs), no entanto, têm sido alvo de atenção por 

estarem pouco relacionados com a destruição de células tumorais localmente (Ziegler-

Heitbrock, 1988). Ao contrário, suas funções se dão curiosamente em prol do tumor (Lang 

et al., 2007), entre as quais estão incluídas: supressão da imunidade adaptativa, expressão 

de fatores de crescimento e de metalo-proteinases, além de promoção da angiogênese 

(Polverini & Leibovich, 1984; Polverini & Leibovich, 1985; Coussens & Werb,  2002; 

Allavena et al., 2008). 

 Os MATs apresentam-se atraídos em direção ao tumor por mecanismos semelhantes 

aos macrófagos de ação citotóxica, a exemplo da própria quimiocina MCP-1/CCL2, pelo 

CCL5 e CCL1 (Allavena et al., 2008), o que já foi demonstrado por exemplo em modelo de 

câncer de mama. Estas moléculas desempenham um papel independente e aditivo porque 

sinais mediados através de suas vias determinam a freqüência de monócitos circulantes que 

se acumularão ao redor do tumor (Mantovani et al., 2007). 

 Assim como nos macrófagos tumoricidas, não apenas quimiocinas operam a atração 

de futuros MATs em direção ao tumor, mas outras moléculas como o VEGF, PDGF, TGFβ 

e o fator de crescimento de colônia de macrófagos (CSF-M) (Coussens & Werb , 2002).  

 Atualmente, admite-se que a capacidade de expressar programas funcionais tão 

distintos, e porque não dizer antagônicos, entre os macrófagos está diretamente relacionada 
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com o seu modo de polarização, o que os autores denominam plasticidade. Nesse sentido, 

de acordo com as diferentes características e formas de responder às citocinas e aos 

produtos microbianos, bem como de desempenhar suas funções nos tecidos, os macrófagos 

são subdividos em M1 e M2, refletindo a nomenclatura Th1 e Th2 (Allavena et al., 2008).  

 Os chamados M1 ou macrófagos clássicos são considerados potentes efetores na 

defesa no organismo contra patógenos e células neoplásicas malignas. Eles possuem alta 

capacidade de apresentar antígenos e grande habilidade citotóxica, tanto para células que 

ingeriram microrganismos quanto para as advindas de tumores, principalmente pela 

expressão de intermediários tóxicos na sua superfície, como o TNF e o óxido nítrico (ON). 

Níveis elevados de produção de IL-12 e IL-23 nessas células contribuem para a ativação de 

células T tipo 1, mesmo sabendo-se que a secreção de ON claramente diminui a imunidade 

mediada por células T. Ademais, esses macrófagos expressam receptores opsônicos quando 

estimuladas pelo interferon-gama (IFN-γ), além de estimularem a resposta imune 

adaptativa e produzirem altos níveis de diversas citocinas pró-inflamatórias (IL-1, IL-6, IL-

23 e TNF) (Zhang et al., 2007; Allavena et al., 2008; Pina et al., 2008).  

 Os macrófagos M2, ao contrário, apresentam baixa capacidade de apresentar 

antígenos, são capazes de suprimir a imunidade adaptativa mediada pelas células T tipo 1 e 

apresentam poucas propriedades anti-inflamatórias. Sua ação na defesa do organismo inclui 

apenas a morte e encapsulamento de parasitas, promoção de angiogênese, remodelamento 

tecidual e reparo cicatricial. A ativação dos macrófagos M2 se dá pela liberação das IL-4 e 

IL-13 além de sinais específicos do microambiente tecidual, como baixos níveis de IL-12 e 

elevados de IL-10 (Allavena et al., 2008).  

 Entre os fatores que podem induzir um monócito a se diferenciar num macrófago 

M2, destacam-se a PG2, o TGF-β, a IL-6, a IL-10 e o CSF-M, todos expressados no 
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microambiente tumoral ou pelas células neoplásicas e pelos próprios macrófagos, como é o 

caso da IL-10 e do TGF-β. O CSF-M possui ação tanto para monócitos quanto para 

macrófagos re-circulantes, promovendo diferenciação e sobrevivência destes (Allavena et 

al., 2008). 

 Levando-se em consideração as demonstrações em diversos estudos de que os 

MATs são capazes de desenvolver papéis específicos no microambiente tecidual 

neoplásico, como diminuição da resposta imune adaptativa e promoção de angiogênese, 

além de promover remodelação tecidual e supressão da resposta inflamatória, os MATs 

estão mais próximos do ponto de vista fenotípico e funcional aos macrófagos M2 (Allavena 

et al., 2008). 

 A função imunomoduladora nos tecidos desempenhada pelos MATs corresponde 

especificamente a uma diminuição da secreção de IL-12 [inibidora de células T-Th1 e 

estimuladora das células matadoras naturais (NK)] e aumento na secreção de PGE2 

(inibidora da proliferação de células T e da diferenciação de células dendríticas; supressora 

da atividade antitumoral das células NK e dos macrófagos), de TGF-β e de IL-10 (ativadora 

de linfócitos B, inibidora de células T-Th1 e supressora da própria função dos macrófagos) 

(Mantovani et al., 2007; Lang et al., 2007).  

 Vairaktaris et al. (2008) e Yao et al. (2008) pesquisaram em indivíduos portadores 

de CEB, polimorfismos nos genes que controlam a expressão da IL-10, uma interleucina 

imunosupressora produzida pelos MATs. Eles encontraram forte associação entre os 

polimorfismos e progressão ou risco para desenvolvimento da doença. Segundo os autores 

uma explicação seria o fato da a IL-10 contribuir para a não-execução da imunidade anti-

tumoral.  
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 MATs são capazes de induzir a formação de novos vasos através da expressão de 

moléculas pró-angiogências potentes, como o VEGF, PDGF TGF-β e quimiocinas 

angiogênicas como o CCL2, que pode ser produzida por células tumorais ou estromais e 

cujos níveis estão associados ao acumulo de MATs. Nas regiões mais hipóxicas do tecido, 

onde eles preferencialmente se acumulam, o programa pró-angiogênico inclui a expressão 

de outros fatores, como TNF-α, β-FGF e IL-8 (Bonizzi & Karin, 2004; Mantovani et al., 

2007). 

 A cascata angiogênica relacionada à atividade dos TAM está relacionada também 

com fatores solúveis por eles liberados, a exemplo do fator de crescimento derivado de 

macrófagos (MDGF), que estimula a síntese de DNA e a proliferação de subtipos celulares 

de origem mesenquimal não-linfóide, como células endoteliais, fibroblastos e células 

musculares lisas (Polverini & Leibovich, 1985).  

 Ademais, os MATs mediam angiogênese tumoral através da produção de um fator 

angiogênico chamado timidina-fosforilase, que promove a migração de células endoteliais 

in vitro (Azenshtein et al., 2002).  

  A linfoangiogênese tumoral depende principalmente da ação de moléculas como 

VEGF-C e VEGF-D, sendo que os MATs são capazes de produzir o VEGF-C que permite 

a disseminação das células tumorais, caracterizando a metástase linfática (Schoppmann et 

al., 2006). Schoppmann et al. (2002) afirmam ainda que a expressão de um fator 

quimiotático para monócitos, o VEGF-A, além de recrutar monócitos circulantes, age na 

indução da linfoangiogênese ao lado dos VEGF-C e VEGF-D.  

 Adicionalmente, MATs apresentam uma ação pró-angiogênica indireta através da 

amplificação de moléculas angiogênicas produzidas diretamente pelas células tumorais 

(Mantovani et al., 2007).  
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 Kimura et al. (2007) afirmam que a elevação nos níveis de IL-1beta influi 

sinergisticamente na angiogênese em células tumorais de pulmão, já que existe produção 

induzida pela IL-1beta tanto de fatores angiogênicos, como VEGF e a IL-8, quanto de 

MCP-1, que atrai macrófagos para o tumor, os quais liberam MDGF promovendo assim a 

proliferação de células endoteliais. Inclusive, a relação entre presença de macrófagos e 

densidade microvascular já foi bem estabelecida há algum tempo em tumores, a exemplo 

dos adenomas do trato gastrointestinal. (Chapple et al., 2002). 

 Com o objetivo de estabelecer marcadores moleculares de prognóstico para câncer 

de mama, Ueno et al. (2000) investigaram em 151 casos, pelo método ELISA, a expressão 

de diversos fatores solúveis, incluindo IL-1, IL-4, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-α, IFN-γ, VEGF 

e MCP-1, correlacionando esses achados com aspectos clínicos dos pacientes biopsiados e 

expressão imunohistoquímica de macrófagos. Eles encontraram correlação significativa 

entre quantidade de infiltrado macrofágico e níveis de IL-8, VEGF e TNF-α, os quais são 

fatores pró-angiogênicos. Altos índices de expressão da MCP-1, que estava presente tanto 

nos macrófagos quanto nas células tumorais, estiveram presentes nos pacientes que 

apresentaram recorrência precoce da doença. 

 Em 2003, Chen et al. investigaram através de RT-PCR e imunohistoquímica a 

interação entre o infiltrado macrofágico e células tumorais de pulmão cultivadas, no intuito 

de esclarecer se este infiltrado celular específico influenciaria a expressão de IL-8 e a 

angiogênese tumoral, já que a IL-8 é um importante fator pró-angiogênico. Eles observaram 

que a densidade macrofágica esteve significativa e positivamente correlacionada com a 

expressão da IL-8 e com a contagem de vasos, bem como negativamente relacionada com a 

sobrevivência dos pacientes. Outro achado importante deste trabalho foi uma exacerbada 
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expressão de IL-8 pelas células tumorais após interação com os macrófagos, o que pôde ser 

suprimido mediante administração de drogas anti-inflamatórias.  

 Marcus et al. (2004) avaliaram, através de um estudo tipo coorte prospectivo, o 

impacto dos MATs na agressividade tumoral e sobrevivência de 20 pacientes portadores de 

carcinoma oral e orofaringeano. Foram quantificados presença e índice de migração dos 

macrófagos através de tissue microarray e imunohistoquímica. Diversos dados clínicos e 

patológicos foram analisados e comparados com os resultados obtidos. Os autores 

concluíram que elevação no número de macrófagos esteve diretamente associada a uma 

maior agressividade dos tumores analisados, uma vez que altas taxas de infiltração 

macrofágica estiveram presentes nos pacientes acometidos por metástase lifonodal ou 

expansão extracapsular do tumor através dos lifonodos em T1 e T2, dois fatores 

prognósticos extremamente negativos. Eles sugerem que o componente crítico para estes 

resultados é a indução de angiogênese realizada pelos macrófagos. 

 Em 2008, Soeda et al. investigaram por imunohistoquímica a relação existente entre 

a presença de MATs e fatores prognósticos para adenocarcinoma uterino, como Ki67, 

invasão e densidade vascular, além de graduação de malignidade. Eles encontraram 

correlação significativa entre a presença dos macrófagos, principalmente dos localizados 

nas margens do tumor, com o índice de sobrevivência dos pacientes, microdensidade 

vascular, estágio, graduação histológica e proliferação intratumoral. Os autores afirmam 

que, embora os MATs não se apresentem como fator prognóstico independente para a 

doença estudada, apresentam sem dúvidas importante papel biológico na progressão desta. 

 O papel dos MATs na progressão do câncer pode estar relacionado também com a 

modulação da atividade do factor nuclear kappa B (NF-κB), um fator de indução de 

transcrição regulador da resposta inflamatória e mediador de tumorigênese. O NF-κB 
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apresenta ativação constitutiva em células cancerosas desencadeada por moléculas pró-

inflamatórias como a IL-1 e o TNF, e é capaz de induzir alterações celulares relacionadas a 

um fenótipo mais agressivo, como: angiogênese, auto-suficiência em relação aos sinais de 

crescimento, insensibilidade aos sinais inibidores, resistência aos sinais pró-apoptóticos, 

imortalização, invasão tecidual e metástase (Hanahan & Weinberg, 2000). 

 Evidências do envolvimento dos macrófagos com a disseminação do câncer e 

metástase podem ser obtidas pela observação: da indução de expressão de metaloproteinase 

de matriz (MMP) por essas células na dependência do TNF-α em câncer de mama 

(Hagemann et al., 2004); da forte relação entre a presença de CSF-1 e potencial metastático 

em câncer de mama (Lin et al., 2001); e da importância da presença de IL-1β para 

desenvolvimento de metástase em câncer de mama (Snoussi et al., 2005). 

 Ademais, macrófagos também influenciam proliferativamente os tecidos porque são 

principais secretores de cicloxigenase-2 (COX-2) no componente intersticial, passando a 

expressar esta proteína após sofrerem ativação pela IL-1 e pelo TNF-α, (Huang et al., 

2000).    

 

2.4.2 Cicloxigenase-2 (COX-2) e câncer 

 A COX-2 é atualmente considerada uma oncoproteína, uma vez que a elevação na 

sua expressão já foi demonstrada em vários tumores malignos sólidos de naturezas variadas 

e correlacionada diretamente com prognósticos ruins (Cadden et al., 2007).  Suas ações 

imunossupressora e pró-tumoral serão descritas adiante após algumas considerações a 

respeito de sua estrutura e biologia. 
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2.4.2.1 Aspectos bioquímicos e biológicos  

 Cicloxigenase (COX) é uma glicoproteína dimérica integral da membrana 

encontrada predominantemente no retículo endoplasmático, que contém uma fração heme e 

está relacionada à catalisação do primeiro estágio de oxidação do ácido aracdônico (Smith 

et al., 1994). Este é um ácido graxo constituinte da membrana celular precursor da síntese 

de eicosanóides (prostanóides), os quais são produzidos nos tecidos e levam à formação 

especificamente das prostaglandinas da série 2 (PGE, PGD2, PGF2, PG12), tromboxano e 

determinados leucotrienos; todos mediadores bioquímicos potentes envolvidos na 

inflamação, infecção, lesão tecidual, modulação do sistema imune e agregação plaquetária. 

O ácido aracdônico se une aos 

fosfolipídeos das membranas das células por meio de ligações éster, e é liberado por 

hidrólise a partir de estímulos fisiológicos e patológicos de várias causas, determinando o 

metabolismo da enzima cicloxigenase (Vane et al., 1998; Smith et al., 2000).  

 As prostaglandinas (PGs) são sintetizadas em várias células e tecidos e, além de 

estarem relacionadas com processos fisiológicos como fertilização, ovulação, manutenção 

da função renal, agregação plaquetária e arterialização, funcionam como reguladores 

endógenos da inflamação, febre e dor (Tanabe & Tohnai, 2002).   Também 

denominada endoperoxidosintase de PGs, sintase de PGs, prostaglandina H2 sintase ou PG 

G/H sintase, a COX apresenta, entre outras,  importante ação envolvendo processos 

patológicos como Doença de Alzheimer, eventos trombóticos cardiovasculares, reumatismo 

e câncer (Tanabe & Tohnai, 2002). 

 Cicloxigenase-1 (COX-1) e cicloxigenase-2 (COX-2) são as duas isoformas 

presentes nos mamíferos da enzima COX, as quais são codificadas por genes distintos e 

consistem num longo canal estreito e hidrofóbico com massa molecular de 
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aproximadamente 71 kDa. Embora sejam proteínas estruturalmente distintas, possuem um 

local activo semelhante para o seu substrato natural (Vane et al., 1998).  

  Enquanto a COX-1 é expressa de forma constitutiva na maioria dos tecidos e 

apresenta funções homeostáticas como proteção do epitélio superficial gástrico, 

vasodilatação no rim e produção de tromboxano pelas plaquetas; a COX-2 é produzida 

constitutivamente apenas em rim de ratos adultos, sendo, portanto, indetectável em 

condições fisiológicas nos humanos (Vane et al., 1998; Tanabe & Tohnai, 2002). De um 

modo geral, sua indução ocorre apenas em resposta a fatores pró-inflamatórios: IL-1, INFγ, 

ativador de plasminogênio tecidual, TNF-α; hormônios: hormônio folículo-estimulante, 

hormônio luteinizante e estrogênio (Tanabe & Tohnai, 2002); fatores de crescimento: fator 

de crescimento epidermóide (EGF) (Dubois et al., 1994), PDGF e FGF; oncogenes: v-Src e 

v-Ras (Tanabe & Tohnai, 2002); endotoxinas bacterianas; e agentes mitogênicos, como os 

ésteres de forbol (Smith et al., 2000).  

 A estrutura genética da COX-2 foi elucidada em 1991 e revela, antes da clivagem da 

seqüência sinalizadora, 604 aminoácidos que correspondem a 60% da seqüência do 

polipeptídeo humano COX-1 (Kujubu et al., 1991; Tanabe & Tohnai, 2002). A regulação 

da sua expressão genética envolve mais de um elemento regulatório e engloba: CRE , NF- 

IL-6 , NF-κB, e E-BOX. O elemento responsivo ao AMP-cíclico (CRE) exerce sua 

atividade promotora e atua como um dos mais importantes elementos na regulação da 

expressão de COX-2. Entre todos os motivos protéicos que podem estar possivelmente 

presentes regulando a expressão genética, NF-IL6 é o único fundamental para a região 

promotora de COX-2. O NF-κB apresenta dois ligantes na região promotora de COX-2, e 

tem sido identificado como o mais essencial de todos os elementos na regulação desse 

gene. O elemento E-BOX do gene da COX-2 possui capacidade de se ligar a proteínas 
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transcricionais regulatórias, mas apresenta-se como elemento importante apenas no gene da 

COX-2 de ratos (Tanabe & Tohnai, 2002).  

 A indução da expressão genética de COX-2 está relacionada principalmente a três 

cascatas de proteíno-cinases ativadas por mitógeno, que são: ERK1/2, p38 e JNK/SAPK. 

Também chamadas de MAP-cinases, estas cinases de proteínas podem agir de forma 

independente ou em conjunto e necessitam, para que a ativação seja completa, da 

fosforilação de uma treonina e de uma tirosina, separadas por um único aminoácido 

(Minden & Karin, 1997; Alberts et al., 2004). Para que a expressão de COX-2 seja 

induzida, p38 e JNK/SAPK recebem como estímulos ativadores: citocinas inflamatórias, 

endotoxinas bacterianas, luz ultravioleta, radiação ionizante, hiperosmolaridade, choque 

térmico ou stress oxidativo; enquanto que ERK1/2 apresenta-se preferencialmente ativado 

por fatores de crescimento ou oncogenes, a exemplo do v-Ras e do v-Src (Minden  & Karin 

, 1997; Tanabe & Tohnai, 2002).   

  

 

2.4.2.2 COX-2 e progressão do câncer  

 Em neoplasias de células de origem não-epitelial, pouco se sabe a respeito da 

expressão de COX-2 (Sheehan et al., 2003). No entanto, em tumores epiteliais a COX-2 

apresenta-se com expressão aumentada em diversos tipos, incluindo os do trato 

gastrointestinal (Williams et al., 1999), esôfago (Yu et al., 2003) e boca (Cho et al., 2007), 

estando em todos os casos relacionada com a proliferação e progressão dessas lesões. Entre 

os efeitos tumorigênicos relacionados ao aumento dos níveis de COX-2 nesses tecidos, 

estão incluídos: estimulação da mitogênese (Coffey et al., 1997), crescimento celular (Jones 

et al., 1999), estimulação da angiogênese (Tsujii et al., 1998), decréscimo da expressão de 
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E-caderina (Rao et al., 2006), resistência a apoptose (Tsujii & Dubois, 1995), aumento do 

potencial de invasividade, metástase celulares (Tsujii et al, 1997) e mediação da 

imunosupressão (Sheehan et al., 2005).  

 O gene de COX-2 é um importante alvo também para o gene RAS (Tanabe & 

Tohnai, 2002), o qual codifica proteínas GTPases que auxiliam na transmissão de sinais da 

superfície celular para outras partes da célula, e são utilizadas quando receptores tirosino-

cinases enviam sinais para o núcleo a fim de estimular a proliferação ou diferenciação 

através de alteração da expressão gênica. (Alberts et al, 2004). Uma superexpressão de 

COX-2 seguida de transformação mediada por RAS já foi evidenciada em células epiteliais 

intestinais, células pulmonares e epiteliais mamárias, na qual existe não apenas um aumento 

na transcrição de COX-2, mas aumento da meia-via do RNAm de COX-2 (Tanabe & 

Tohnai, 2002).  

 Existem evidências de que mecanismos sinalizadores envolvendo o EGF e a COX-2 

regulem a proliferação celular no câncer, já que uma sinalização através do receptor do 

EGF (EGFR) induz, não apenas a mitogênese, mas a expressão da COX-2, resultando em 

fenótipo tumorigênico para as células (Coffey et al., 1997). 

 A COX-2 é capaz de promover angiogênese porque influencia diretamente o 

crescimento de células endoteliais, principalmente através da MAP-cinase ERK2, 

mecanismo que apresenta alguns componentes dependentes de prostaglandinas (Jones et al., 

1999). Além disso, é capaz de modular a produção de fatores pró-angiogênicos como o 

VEGF, além de induzir a migração de células endoteliais e formação dos tubos pré-

vasculares (Tsujii et al., 1998).  

 A E-caderina é uma proteína que faz parte de um processo crítico para a 

manutenção da adesividade intercelular e arquitetura tecidual, cuja perda pode ser mediada 
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via indução de repressores transcricionais mediada pela PGE2, o que é realizado pela COX-

2 expressa pelas células tumorais (Dohadwala et al., 2006). 

 Alguns estudos apontam para a ação da COX-2 ainda suprimindo mecanismos de 

apoptose através de uma cooperação com a oncoproteína bcl-2, uma vez que 

prostaglandinas derivadas de COX-2 podem induzir diretamente a síntese desta proteína 

anti-apoptótica (Tsujii & DuBois, 1995).   

 A degradação da matriz extracelular, etapa fundamental para a disseminação à 

distância no câncer, está relacionada à COX-2, uma vez que células que super-expressam a 

proteína desenvolvem o fenótipo maligno pela capacidade de ativar a MMP-2 (Tsujii et al., 

1997).  

 A participação da COX-2 na modulação do sistema imune envolve a ação do 

principal produto resultante de seu metabolismo, a PGE2, inibindo a proliferação de células 

T, a diferenciação de células dendríticas e suprimindo a atividade anti-tumoral de células 

NK e macrófagos (Goodwin & Ceuppens, 1983; Yang et al., 2003). 

 A expressão da COX-2 está tão fortemente correlacionada com o desenvolvimento e 

progressão de tumores a ponto de estar sendo utilizada recentemente como biomarcador 

tecidual para tumores raros que não apresentam características histológicas de benignidade 

e malignidade definidas. Cadden et al. (2007) avaliaram por imunohistoquímica a 

intensidade e proporção da expressão de COX-2 em tumores neuroendócrinos da medula 

adrenal e em tumores de gânglios nervosos do sistema simpático. Eles concluíram que os 

índices de recorrência e de metástase dos tumores estiveram associados tanto com a 

intensidade quanto com a proporção de  

expressão da enzima. Segundo os autores, diante da dificuldade em diferenciar 

histologicamente tumores benignos e malignos de determinada natureza, a COX-2 
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apresenta-se como importante marcador biológico fenotípico de seu potencial 

disseminante. 

 Yu et al. (2003) analisaram a expressão da COX-2 em displasia e carcinoma 

escamocelular de esôfago por imunohistoquímica ao lado do índice de proliferação celular 

medido pelo MIB-1, em comparação com dados clínico-patológicos dos pacientes. Eles 

encontraram correlação entre a proliferação e expressão da enzima, mas não obtiveram 

resultados significativos quando relacionaram COX-2 e achados clínico-patológicos dos 

pacientes. Segundo os autores, a COX-2, no carcinoma de esôfago, deve estar relacionada 

apenas com estágios precoces da carcinogênese.     

 Shibata et al. (2005) estabeleceram correlações entre aspectos patobiológicos dos 

tecidos, como índices de apoptose pelo TUNEL, de proliferação celular pelo Ki67 e de 

controle do ciclo celular pela p53, e a expressão de COX- 2 em CEB de humanos. Eles não 

encontraram correlação significante entre expressão da COX-2 e índice de proliferação 

celular ou presença da p53. 

 Shibata et al. (2005) avaliaram em humanos a expressão de COX-2 em CEB, 

displasias de diferentes graus e mucosa oral normal através de imunohistoquímica e 

Western Blot. Eles raramente observaram a presença de COX-2 no epitélio normal, 

enquanto que nas displasias e nos carcinomas a proteína esteve sempre presente, mesmo 

que em intensidade e proporção variadas. Nas displasias severas a COX-2 esteve presente 

principalmente no citoplasma das células da camada escamosa. Nos carcinomas pouco 

diferenciados a COX-2 expressou-se de forma inespecífica, enquanto que nos 

moderadamente diferenciados esteve presente preferencialmente na periferia dos ninhos 

tumorais. A COX-2 apresentou-se mais expressiva nos carcinomas mais diferenciados e 

menos nos poucos diferenciados.  
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 Katori et al. (2007) no seu experimento com três distintas neoplasias orais, 

identificaram a expressão de COX-2 no citoplasma das células epiteliais por 

imunohistoquímica quantitativa e relacionaram os dados obtidos com aspectos 

morfológicos das lesões. Foram observados altos índices de marcação para 

adenocarcinomas (AD) em comparação aos casos de adenocarcinoma cístico (AC), de 

carcinoma epitelial/mioepitelial (CEM), de adenoma pleomórfico (AP) e de sialoadenite. 

Foi encontrada também significância estatística para o escore de COX-2 de AC em relação 

ao CEM, AP e sialoadenite, bem como nos CEM quando submetidos a comparação com 

AP e sialoadenites. Expressão elevada de COX-2, segundo os autores, foi observada 

exclusivamente no componente carcinomatoso, sobretudo dos AD; e baixos escores foram 

encontrados nas lesões com pouco componente carcinomatoso, a exemplo do CEM, 

sugerindo que a COX-2 está diretamente relacionada com o padrão de transformação 

maligna e prognóstico das lesões. 
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3. OBJETIVOS 

O presente trabalho apresentou como objetivo geral investigar inflamação, potencial 

proliferativo e angiogênese em carcinoma escamocelular de boca (CEB); e como objetivos 

específicos:  

1- Examinar o padrão de expressão imunohistoquímica da proteína COX-2 no epitélio 

e no estroma do CEB. 

2- Observar a distribuição de macrófagos em CEBs através de células marcadas pela 

proteína CD68 no estroma da lesão. Verificar se existe correlação entre a expressão 

estromal da COX-2 e a densidade desses macrófagos. 

3- Avaliar o potencial angiogênico dos CEBs mediante quantificação de microvasos 

identificados pela expressão de um elemento estrutural do endotélio vascular 

(proteína Fator VIII ou Von Willebrand Factor). Observar se existe correlação entre 

a densidade microvascular (DMV) e a expressão da COX-2 ou a presença de 

macrófagos. 

4- Avaliar o potencial proliferativo dos CEBs através da quantificação de células 

epiteliais que expressem a proteína sinalizadora de proliferação celular Ki 67. 

Identificar possível correlação entre este potencial e a expressão da COX-2, 

presença de macrófagos e DMV.  

5- Verificar se existe relação entre o grau histológico de malignidade (OMS) dos CEBs 

e a expressão imunohistoquímica de COX-2, CD68, FVIII e Ki-67.  

6- Investigar aspectos clínicos dos indivíduos que portaram os carcinomas 

escamocelulares de boca da amostra estudada (idade, sexo, cor da pele e localização 

da lesão) e relacionar esses dados com a expressão das proteínas analisadas.  
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4. CASUÍSTICA, MATERIAIS E MÉTODOS 

O presente trabalho se constitui num estudo de série de casos retrospectivo e foi 

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Medicina (Hospital 

Universitário Clementino Fraga Filho) da Universidade Federal do Rio de Janeiro 

(protocolo nº 141/06).  

 

 4.1. SELEÇÃO DA AMOSTRA 

 Foram selecionados 36 casos diagnosticados como carcinoma escamocelular de 

boca dos acervos do Serviço de Patologia Cirúrgica da Faculdade de Odontologia da 

Universidade Federal da Bahia (FOUFBA); da Faculdade de Odontologia da Universidade 

Federal do Rio de Janeiro (Departamento de Patologia e Diagnóstico Oral da FO-UFRJ); e 

do Serviço de Patologia Cirúrgica (SEPAC –R Altino Serbeto de Barros, 241 Edf. Itaigara 

Memorial s/507, Itaigara, Salvador/BA), sendo este último um laboratório privado. A 

seleção foi baseada em laudos anátomo-patológicos. Por se tratarem de biópsias incisionais 

para diagnóstico inicial, nenhum dos pacientes havia recebido previamente tratamento 

quimio ou radioterápico.  

 

4.2 EXAME HISTOLÓGICO 

 Os procedimentos para análise histológica foram realizados no Laboratório de 

Patologia Cirúrgica da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal da Bahia 

(FOUFBA). Para tanto, cortes medindo 5µm de espessura foram obtidos em micrótomo e 

corados pela técnica hematoxilina-eosina (H/E). A análise histomorfológica foi realizada 
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por um patologista experiente, que procurou descrever os aspectos mais representativos das 

lesões, bem como graduá-las. 

 A graduação histológica foi realizada baseada na classificação da Organização 

Mundial da Saúde (OMS), que define os carcinomas escamocelulares orais como: in situ, 

bem diferenciado, moderadamente diferenciado ou pouco diferenciado (Barnes et al., 

2005). Os parâmetros utilizados para a classificação dos tumores incluíram: número de 

mitoses, grau de pleomorfismo nuclear, padrão de invasão, presença de infiltração linfo-

plasmocitária e grau de queratinização.  

 

 4.3 TÉCNICA IMUNOHISTOQUÍMICA  

 A técnica imunuhistoquímica foi efetivada no Laboratório de Patologia Celular do 

Instituto de Ciências Biomédicas (ICB) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). 

A partir dos blocos selecionados, foram realizados cortes de 3 µm de espessura, que foram 

recolhidos em lâminas previamente tratadas com material adesivo (Superfrost Plus®/Easy 

Path) e mantidas em estufa a 60oC durante 30 min. Posteriormente, seguiu-se a 

desparafinização em 3 banhos sucessivos de xilol, cada um de 15 min, seguida da re-

hidratação dos cortes em 3 banhos de 5 min cada, em séries decrescentes de etanol (95%, 

85% e 70%). 

 Após lavagem com água destilada por 5 min seguido de banho com tampão fosfato 

salina (PBS - p.H 7.4) por 5 min, os cortes ficaram imersos em Cloreto de Amônio 

(NH4Cl) 50 µM por 30 min, com o objetivo de inibir os resíduos aldeídicos livres. Após 2 

novas lavagens em tampão PBS por 5 min, os cortes seguiram para a etapa de recuperação 

antigênica: embebidos em Tampão Citrato (solução ácido cítrico 0,1M e citrato de sódio 

0,1M; p.H. 6.0), 3 min na panela de pressão para recuperação da COX-2; e 40 min em 
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Steamer (Arno®) a 95-97ºC para CD68, Fator VIII e Ki-67. Depois de resfriamento em 

temperatura ambiente, os cortes foram lavados com água destilada por 5 min. A inativação 

da peroxidase endógena foi realizada com imersão dos cortes em solução composta de 

metanol e peróxido de hidrogênio a 3% durante 20 min. Após nova lavagem com água 

destilada por 5 min seguida de 2 lavagens em tampão PBS durante 5 min cada, procedeu-se 

o bloqueio dos sítios inespecíficos com PBS/BSA (Bovine Serum Albumin) 5% Triton X-

100 0,5% durante 60 min. A incubação dos anticorpos primários diluídos em solução 

salina PBS/BSA 3% foi realizada em temperatura ambiente e, em seguida, mantidos 

overnight (OV) em geladeira (8-2ºC). Os dados referentes aos anticorpos primários e suas 

respectivas diluições estão descritas no Quadro 01 

QUADRO 01 – Anticorpos primários 

 

Especificidade 

 

Número de 

Catálogo 

 

Clone  

 

Diluição 

 

Recuperação 

Antigênica 

 

Marca 

Comercial 

 

Tempo de 

incubação 

 

Anti-COX-2 Antibody 

(monoclonal mouse) 

 

160112 

 

- 

 

1:200 

 

Panela de pressão 

 

Cayman 

Chemical 

 

OV 

Anti-Human Macrophage, 

CD68 

(monoclonal mouse) 

 

M 0814 

 

KP1 

 

1:100 

 

Steamer 

 

 

DAKO 

 

OV 

 

Von Willebrand Factor 

(policlonal rabbit) 

 

A 082 

 

- 

 

1:200 

 

Steamer 

 

 

DAKO 

 

OV 

Anti-Human Ki-67 antigen 

(monoclonal mouse) 

 

M 7240 

 

MIB-1 

 

1:50 

 

Steamer 

 

DAKO 

 

OV 
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No dia seguinte, após lavagem com tampão PBS-Tween 20 0,25% durante 5 min 

seguida de lavagem com tampão PBS por 5 min, foi aplicado sobre os cortes por 30 min o 

polímero HRP, reagente do sistema EnVisionTM (DAKO Corporation, Carpinteria, CA, 

USA). Em seguida os cortes foram novamente lavados com 2 banhos, sendo o primeiro 

com tampão PBS-Tween 20 0,25% e o segundo com PBS, 5 min cada. 

 A revelação da reação foi realizada com diaminobenzidina (DAB Plus/ DAKO 

Corporation, Carpinteria, CA, USA) por 10 min, no máximo.  Após lavagem com PBS-

Tween 20 0,25% durante 5 min seguida de 2 lavagens com água destilada por 5 min cada, 

os cortes foram contrastados com Hematoxilina de Harris filtrada e diluída 1:3 durante 1,5 

min e azulados em água corrente. Por fim, depois de sofrerem rápida diferenciação em 

água ácida, os cortes foram lavados em água destilada, desidratados em soluções 

crescentes de etanol (70%, 80% e 100%), diafanizados em três banhos sucessivos de xilol 

durando 10 min cada e montados com Entellan® (Merck/Darmstadt, Alemanha). 

O controle positivo foi efetivado através da utilização de fragmentos teciduais de 

mucosa bucal normal. As amostras utilizadas para controle positivo foram obtidas de 3 

pacientes que se submeteram a cirurgia de 3º molar incluso/impactado. Os fragmentos 

foram obtidos de áreas com ausência de inflamação clínica associada e sem história recente 

de pericoronarite. Para os anticorpos anti-CD68, anti Fator-VIII e COX-2 foram realizados 

controles positivos adicionais num fragmento de rim com reconhecida presença de 

inflamação.  

O controle negativo foi realizado mediante substituição dos anticorpos primários 

por solução PBS/BSA 5% Triton X-100 0,5%.  
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4.4 HISTOMORFOMETRIA  

 

 A análise descritiva e quantificação dos resultados foram realizadas por um único 

observador previamente treinado e sem o conhecimento das informações clínicas e 

histopatológicas dos pacientes.  Para tanto, foram realizadas fotografias num sistema de 

detecção constituído por microscópio de campo claro (Nikon Eclipse E800) acoplado a 

câmera digital (Evolution VF – Media Cybernetics, USA). As imagens, que mediam 2048 

X 1536 pixels, foram processadas por um computador de mesa Pentium IV e analisadas 

utilizando-se o software Image - Pro Plus (Versão 4.0.1 – Media Cybernetics, USA). 

Foram considerados positivos os casos onde as células exibiam marcação 

imunohistoquímica na cor marrom. 

 

4.4.1 COX-2 

 A avaliação da COX-2 foi realizada nas células epiteliais (parênquima tumoral) e 

nas células intersticiais (estroma tumoral). As fotografias das seções histológicas foram 

realizadas num aumento de 400X e nas áreas mais representativas da lesão. No parênquima, 

um mínimo de 500 e até 1000 células foram analisadas de forma semi-quantitativa, com 

observação de campos representativos num aumento de 400X e classificação segundo dois 

parâmetros: intensidade e extensão da marcação. 

 A intensidade de marcação para cada corte foi expressa a partir da intensidade de 

marcação predominante de cada caso, estabelecendo-se um escore de 1 a 4, sendo 1- 

marcação ausente; 2- marcação citoplasmática fraca e difusa; 3- marcação citoplasmática 

granular moderada; e 4- marcação citoplasmática granular forte. A extensão da marcação 

foi definida como a porcentagem de células marcadas (0 a 100%). A multiplicação da 
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intensidade (de 1 a 4) pela extensão (de 0 a 100%) produzia então um escore de 0 a 400. A 

imunoreatividade para COX-2 foi então estabelecida como: 0- produto entre 0 e 10 

(marcação desprezível); 1- produto entre 11 e 99 (marcação fraca); 2- produto entre 100 e 

199 (marcação moderada); 3- produto entre 200 e 400 (marcação forte) (Chan et al., 2007).  

A análise do estroma foi apenas descritiva.  

 

4.4.2 Ki-67 

 Na análise do Ki-67 foram quantificadas exclusivamente células epitelias e um 

mínimo de 500 e até 1000 células também foi tomado com referência para a análise de cada 

caso. Foram consideradas positivas as células que exibiam reatividade imunohistoquímica 

nuclear de qualquer intensidade. As fotografias das seções histológicas foram realizadas 

num aumento de 400X e nas áreas mais representativas da lesão. A fração de crescimento 

da neoplasia foi expressa através da porcentagem de núcleos neoplásicos imunomarcados 

em relação aos núcleos totais contados (Katori et al., 2007). 

 

4.4.3 CD68 

 Foram considerados macrófagos as células CD68 positivas. A análise dos 

macrófagos associados ao tumor (MATs) foi realizada quantificando-se as células 

positivamente marcadas mediante visualização dos cinco campos mais confluentes (“hot 

spots”) em aumento de 400X. A principal contagem foi determinada a partir da média das 

três maiores contagens obtidas dos 5 campos. O valor da densidade macrofágica foi obtido 

em mm2 (Ueno et al., 2000; Chen et al., 2003). 
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4.4.4 von Willebrand factor (F VIII) 

 Para o Fator VIII, inicialmente os tumores invasivos foram avaliados num aumento 

pequeno (100X) para identificação das áreas de maior vascularização. Foram então obtidas 

imagens de dez campos hot spot em aumento de 400X, e a DMV foi obtida nos cortes 

através da média da quantificação do número de vasos presentes nos dez campos em função 

da medida da área tecidual analisada em mm2 (cada campo visualizado = 0.2 mm2) (Högmo 

et al., 1999). Foram identificadas como microvasos células endoteiais individuais ou 

associadas positivamente marcadas, claramente separadas de microvasos adjacentes, células 

tumorais ou outro elemento do tecido conectivo que pudesse ser considerado um microvaso 

contável. A presença de um lúmem não foi necessariamente requerida para a contagem 

(Shptzer et al., 1996). Vasos grandes com parede muscular ou com um lúmem maior que 

50µm foram excluídos (Guttman et al., 2004). Nos carcinoma “in situ” a análise de DMV 

oi realizada na porção subepitelial. 

 

4.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A associação entre os fatores analisados (expressão das proteínas) e os parâmetros 

clínico-patológicos foi calculada pelos testes X
2 e de análise de variância One-way. A 

correlação entre duas proteínas entre si foi estabelecida através do teste de correlação de 

Pearson. Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significante.    

 

 

 



 72

5. RESULTADOS 

  

 Dos 36 casos de CEB selecionados para compor a amostra, oito foram excluídos 

porque não apresentavam quantidade viável de tecido tumoral para análise e um foi 

excluído tendo em vista qualidade inadequada de marcação para todos os anticorpos, 

provavelmente em decorrência de problemas na fixação ou na qualidade do material obtido. 

Portanto, a amostra final constou de 27 casos. 

 

 5.1 Aspectos clínicos do pacientes portadores de CEB 

 A média de idade dos indivíduos foi 56.56, variando de 34 a 86 anos, sendo que dos 

27 casos analisados, 24 (88.88%) apresentavam este dado na ficha clínica. Na 

categorização da idade, observamos que três (14.52%) indivíduos eram jovens (<40 anos) e 

21 (85.48%) estavam acima de 40 anos. A distribuição por faixa etária está ilustrada na 

Figura 1. Nossa amostra não apresentou indivíduos acima dos 90 anos de idade ou 

pertencentes à primeira ou segunda década de vida. Dezesseis indivíduos (59.25%) eram do 

sexo masculino e 11 (40.74%) do sexo feminino. A língua apresentou-se como localização 

mais freqüente (7 – 25.92%), seguida do assoalho da cavidade bucal e rebordo alveolar, 

ambos com quatro casos (14.81%). Outras localizações incluíram mucosa jugal, palato, 

gengiva, lábio e região retromolar. Pele parda ou negra foi identificada em 82.35% dos 

indivíduos que apresentavam a informação ‘cor da pele’ na sua ficha clínica, sendo que a 

maior ocorrência do CEB foi observada nos pacientes faiodermas (n=9; 33,33%), seguido 

dos melanodermas (n=5; 18.51%) e leucodermas (n=4; 11.11%). As informações referentes 
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à idade, sexo, localização da lesão e cor da pele dos indivíduos foram obtidos de dados 

clínicos do exame anátomo-patológico e estão resumidos na Tabela 1. 

Figura 1 – Distribuição dos casos de CEB na amostra estudada pela faixa etária. 
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5.2 Aspectos histopatológicos do CEB 

 De modo geral, as secções coradas em H&E mostravam proliferação de células 

epiteliais invadindo o conjuntivo subjacente dispostas em diversos padrões que variavam 

desde ninhos sólidos até células isoladas. Individualmente, as células exibiam 

hipercromasia nuclear, alteração da relação núcleo/citoplasma e pleomorfismo celular 

(Figura 2). Numerosas mitoses típicas e atípicas foram observadas em diversos casos. 

 De acordo com a graduação histológica, oito (29.62%) eram ‘bem diferenciados’, 

nove (33.33%) ‘moderadamente diferenciados’ e seis (22.22%) ‘pouco diferenciados’ 

(Tabela 2). A graduação foi realizada baseada na Classificação da WHO (Barnes et al., 

2005). Quatro (14.81%) tumores apresentavam características histológicas de um 

carcinoma ainda “in situ”.  
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Tabela 1 – Características clínicas referentes à amostra estudada de CEB. 

Nº         SEXO   IDADE        COR DA PELE            LOCALIZAÇÃO 

  

1  M 49  Melanoderma  Gengiva   

2  F 67  Leucoderma  Rebordo alveolar  

3  F *  Faioderma  Mucosa jugal  

4  F 74  Faioderma  Língua  

5  F 84  Faioderma  Mucosa jugal 

6  F 52  Melanoderma  Rebordo alveolar 

7  M 51  Faioderma  Assoalho bucal 

8  F 85  Leucoderma  Rebordo alveolar 

9  F *   *  Palato 

10  M 55  Melanoderma  Região retromolar 

11  M 38   *  Língua 

12  M 86   *  Assoalho bucal 

13  F 34   *  Língua 

14  F 77   *   * 

15  M 49  Faioderma  Palato   

16  M 41  Melanoderma  Assoalho bucal  

17  M 65  Faioderma  Mucosa jugal 

18  M 68  Leucoderma  Gengiva  

19  M 48   *  Língua 

20  F 44  Faioderma  Língua 

21  M 43  Faioderma  Gengiva 

22  M *   *  Lábio 

23  M 73  Faioderma   Palato 

24  M 38  Melanoderma  Língua   

25  F 71  Leucoderma  Rebordo alveolar 

26  M 50   *  Assoalho bucal 

27  M 59   *  Língua 

* não informado 
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Figura 2 Padrões morfológicos do carcinoma escamocelular de boca (CEB). A CEB in situ 

exibindo, além de marcante perda de estratificação, pleomorfismo celular e queratinização 

individual em algumas células (H/E). B CEB bem diferenciado exibindo numerosas pérolas 

córneas (H/E). C CEB moderadamente diferenciado exibindo pleomorfismo celular e 

formação de pérola córnea à esquerda da figura (H/E). D CEB pouco diferenciado exibindo 

marcante pleomorfismo celular e vacúolos para-nucleares (H/E).  
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Os indivíduos jovens da amostra apresentaram exclusivamente lesões pobremente 

(66.66%) e moderadamente diferenciadas (33.33%). Os indivíduos mais velhos, embora 

tenham apresentado lesões com todos os graus de diferenciação, exibiram 

preferencialmente lesões bem diferenciadas ou “in situ” (57.13%). Esses dados 

apresentaram significância estatística (p=0.000) (Figura 3). 

 

Figura 3 – Distribuição dos casos de CEB da amostra estudada pela idade dicotomizada. 
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(One-way ANOVA: p=0.000) 

 

Todos os indivíduos melanodermas da amostra apresentaram carcinomas 

moderadamente diferenciados e três (75%) dos quatro indivíduos leucodermas da amostra 

apresentaram lesão bem diferenciada. 
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5.3 Análise da expressão imunohistoquímica 

 As proteínas em estudo foram avaliadas em termos descritivos e/ou semi-

quantitativos. A classificação histológica dos tumores e a média de cada um dos 

marcadores biológicos está demonstrada na Tabela 2.  

Tabela 2 - Características histológicas dos CEBs e dados dos marcadores biológicos. 
 

Caso Classificação 
Histológicaa 

COX-2 
(escore)b 

Índice 
MIB-1 (%) 

Densidade 
CD68+c 

DMVd 

1 IS 3 14,14 96,50 54,04 
2 IS 3 47,52 ND 42,74 
3 IS 3 34,25 55,82 68,46 
4 IS 0 18,89 95,29 50,65 
5 BD 3 56,01 ND 28,45 
6 BD 3 48,01 71,44 26,95 
7 BD 1 26,12 40,23 43,02 
8 BD 3 23,50 125,65 40,03 
9 BD 3 31,89 73,55 34,75 
10 BD 3 27,12 61,87 54,82 
11 BD 0 17,35 68,08 35,26 
12 BD ND 45,17 133,87 46,68 
13 MD 3 12,40 10,50 60,48 
14 MD 2 36,47 70,35 67,02 
15 MD 3 27,25 44,47 66,86 
16 MD 3 43,95 130,34 48,21 
17 MD 3 37,24 83,73 46,23 
18 MD 3 30,53 95,87 40,19 
19 MD 3 50,37 77,22 75,84 
20 MD 0 52,43 65,31 47,28 
21 MD 0 42,98 121,73 ND 
22 PD 2 18,83 153,96 68,94 
23 PD 3 53,85 145,70 54,02 
24 PD 3 23,15 93,19 20,65 
25 PD 3 20,86 71,81 ND 
26 PD ND 38,68 91,44 67,22 
27 PD 3 66,15 83,76 46,42 

 

a IS: carcinoma “in situ”; BD carcinoma bem diferenciado; MD carcinoma moderadamente diferenciado; PD 
carcinoma pouco diferenciado 
b 0 marcação ausente; 1 marcação fraca; 2 marcação moderada; 3 marcação forte 
c Média do número de células positivas por área tecidual 
d Média do número de microvasos por área tecidual 
DMV, densidade microvascular; ND, não determinada. 
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5.3.1 Ki-67 

 

 Todas as lesões exibiram expressão do Ki-67 (Figura 4). Na totalidade dos tumores 

estudados, em média 34.52% das células expressaram a proteína. A média da porcentagem 

de marcação foi 33.47% no sexo feminino e 33.90% no sexo masculino em relação ao total 

de células presentes. Em relação à idade categorial, a análise realizada demonstrou maior 

proliferação nos jovens do que nos mais velhos, com médias de porcentagem de 17.34% e 

15.25%, respectivamente. Houve elevação significativa na expressão do Ki-67 nos 

indivíduos melanodermas em relação aos leucodermas (p=0.055) (Tabela 3). Expressão 

estatisticamente mais elevada de Ki-67 foi observada nos tumores moderadamente e pouco 

diferenciados em relação aos carcinomas “in situ” e bem diferenciados (p=0.000) (Figura 5) 

e nos moderadamente diferenciados em relação aos bem diferenciados (p=0.013), quando 

considerados apenas os carcinoma invasivos (Figura 6). 

 

Tabela 3 - Distribuição da cor da pele dos pacientes pelos valores dos marcadores 
biológicos 
 

 
Cor da pele 

dos pacientes 

 
N 

 
Índice MIB-1 (%)a 

 
 

 
Densidade CD68+ a 

 
DMVa 

Faioderma 9 32,95 ± 15,12 92,2 ± 3 ,96 53,0 ± 1,67 
Leucoderma 4 32,21 ± 16,91 108,0 ± 3,46 37,9 ± 0,83 
Melanodema 5 33,86 ± 17,08 78,8 ± 2,43 52,2 ± 1,10 
  P=0,550* P=0,654 P=0,373 
 

a Valores são fornecidos em médias ± DP 
* Valores significativos pela análise de variância One-way  
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Figura 4 Imunoexpressão do Ki-67 em carcinoma escamocelular de boca (CEB) e controle 

positivo. A CEB in situ exibindo positividade nuclear em diversas camadas celulares. B 

CEB bem diferenciado exibindo raros núcleos positivos. C CEB moderadamente 

diferenciado de indivíduo melanoderma exibindo muitos núcleos positivos, além de 

pleomorfismo celular. D e E CEB pouco diferenciado exibindo muitos núcleos positivos, 

inclusive em células pleomórficas. F Controle positivo em gengiva sadia humana 

mostrando positividade restrita à camada basal do epitélio, que se apresenta altamente 

organizada. 
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Figura 5 – Índice de proliferação medido pelo Ki-67 em relação à graduação histológica 
dos CEBs (OMS) da amostra estudada. 
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(One-way ANOVA: p=0,000) 
 
Figura 6 - Índice de proliferação medido pelo Ki-67 em relação à graduação histológica dos 
CEBs (OMS) da amostra estudada. Comparação apenas entre as lesões invasivas. 
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(One-way ANOVA: p=0.013) 
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5.3.2 Fator von Willebrand humano (Fator VIII)  
 
 

Em todos os tumores estudados, a densidade microvascular (DMV) foi de 49.41 

microvasos/mm2. Indivíduos de sexo feminino apresentaram DMV de 53.76, enquanto que 

os do sexo masculino apresentaram DMV correspondente a 46.00. Nos indivíduos jovens, a 

DMV foi maior (57.25) do que nos mais velhos (46.47). Os faiodermas e melanodermas 

apresentaram DMV igual a 53.08 e 52.21, respectivamente, seguido dos leucodermas com 

DMV igual a 37.99. Esses dados também não apresentaram significância estatística (Tabela 

3).  

 As lesões in situ apresentaram alta vascularização, com uma DMV igual a 53.98 e 

sem diferença estatística em relação aos tumores invasivos (Figura 7). Quando comparadas 

entre si apenas lesões invasivas, CEBs bem diferenciados apresentaram baixa vascularidade 

em relação aos tumores moderadamente e pouco diferenciados, com DMV correspondentes 

a 38.75, 56.52 e 51.45, respectivamente (Figura 8). A diferença entre esses três grupos foi 

estatisticamente significante (p=0.048). A figura 9 representa a distribuição de microvasos 

no estroma das lesões estudadas. 
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Figura 7 – Densidade microvascular aferida pelo F VIII em relação à graduação histológica 
dos CEBs (OMS) da amostra estudada. 
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(One-way ANOVA: p=0,069) 
 
Figura 8 - Densidade microvascular aferida pelo F VIII em relação à graduação histológica 
dos CEBs (OMS) da amostra estudada. Comparação apenas entre as lesões invasivas.  
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Figura 9 Imunoexpressão do anti- fator von Willebrand humano (Fator VIII) em carcinoma 

escamocelular de boca (CEB) e nos controles positivos. A CEB in situ exibindo 

positividade no endotélio de diversos capilares da camada subepitelial. B CEB bem 

diferenciado exibindo poucos capilares no estroma tumoral. Vários capilares no estroma 

tumoral de CEB moderadamente diferenciado (C) e CEB pouco diferenciado (D). E 

Controle positivo em gengiva sadia humana mostrando capilar na lâmina própria. F 

Controle positivo exibindo vários capilares em biópsia humana de transplantado renal.  
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5.3.3 CD68 

 

  Macrófagos foram observados de forma constitutiva em todos os tumores, sem 

diferenças significativas em relação à quantidade. Os MATs variaram de 40.23 a 113.38 

/mm2 (média de 90.25 /mm2). A média da densidade macrofágica foi de 94.65 no sexo 

feminino e 87.32 no sexo masculino, sendo que indivíduos mais velhos apresentaram 

valores maiores (90.60) em relação aos jovens (76.19). Nos indivíduos leucodermas foram 

encontrados os maiores valores de densidade macrofágica, com uma média de 108.03, 

seguido de 92.23 para os faiodermas e 78.89 para os melanodermas. Esses dados não 

apresentaram significância estatística (Tabela 3).  

 Embora também sem significância estatística, os CEB pouco diferenciados exibiram 

as maiores médias de densidade macrofágica (106.65), seguido dos ‘moderadamente 

diferenciados’ (88.23), in situ (82.54) e ‘bem diferenciados’ (82.10) (Figura 10).  

Com relação ao padrão de distribuição, os macrófagos apresentaram-se aglomerados 

ou distribuíram-se difusamente ao longo do infiltrado inflamatório próximo ao tumor 

(Figura 11).  
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Figura 10 - Densidade macrofágica aferida pelo CD68 em relação à graduação histológica 
dos CEBs (OMS) da amostra estudada. 
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(One-way ANOVA: p=0,512) 
 

5.3.4 COX-2 

 

 A presença da COX-2 foi avaliada no citoplasma das células epiteliais tumorais e no 

respectivo estroma. A expressão da proteína foi encontrada em 82,76% dos tumores, tanto 

no parênquima quanto no estroma, mas predominantemente nas células epiteliais. 

No parênquima, a média de marcação para COX-2 foi de 75,42% das células, onde 

foram observados padrões distintos em relação à intensidade e extensão da marcação 

imunohistoquímica, marcadamente granular (Figura 12). Não houve diferenças nos escores 

de expressão epitelial da COX-2 em relação sexo, idade ou cor da pele. A marcação esteve 

presente predominantemente de forma extensa e forte (escore 3) nas células epiteliais 

tumorais de todos os CEBs, independente do grau de diferenciação (Figura 13). O escore 3 
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de marcação da COX-2 esteve presente em três (75.00%) dos quatro carcinomas “in situ”, 5 

(62.50%) dos oito carcinomas bem diferenciados, cinco (55.55%) dos nove carcinomas 

moderadamente diferenciados e quatro (66.66%) dos seis carcinomas pouco diferenciados. 

Não houve, portanto, diferença estatística nos níveis de COX-2 quando comparadas lesões 

com diferentes graus de diferenciação (p=0.890) (Figura 14). No carcinoma “in situ”, a 

marcação elevada se apresentou notadamente na camada intermediária. Das lesões 

negativas para COX-2, uma (25%) foi classificada como “in situ”, uma (25%) como ‘bem 

diferenciada’, duas (50%) como ‘moderadamente diferenciadas’. 

 Não houve quantificação da COX-2 expressa no estroma. A análise descritiva 

permitiu observar que a marcação esteve presente predominantemente nas células 

intersticiais, de forma difusa ou aglomerada (Figura 15), e ocasionalmente nas células 

endoteliais.  Na maior parte das lesões, por se tratarem de biópsias incisionais, a região 

correspondente ao fronte de invasão não estava presente. Nos casos onde foi possível 

observar regiões superficiais e profundas do tumor, houve visível predominância de 

marcação no parênquima em relação ao estroma (Figura 16).  
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Figura 11 Padrão de distribuição de células imumopositivas para o CD68 em carcinoma 

escamocelular de boca (CEB) e controles positivos. Elevado número de células positivas 

numa distribuição difusa na camada subendotelial em CEB in situ (A) e no estroma tumoral 

de CEB bem diferenciado (B). C Elevado número de células positivas que se aglomeram no 

estroma tumoral de CEB moderadamente diferenciado. D CEB pouco diferenciado 

exibindo muitas células positivas no estroma tumoral. E Controle positivo em gengiva 

sadia humana mostrando ausência de células positivas na lâmina própria. F Controle 

positivo em rim transplantado humano exibindo diversas células positivas. 
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Figura 12 Padrão de imunoexpressão da cicloxigenase-2 (COX-2) no parênquima de 

carcinoma escamocelular de boca (CEB). CEB moderadamente diferenciado exibindo 

marcação predominantemente fraca (A) e moderada, sem ocupar todo o citoplasma das 

células (B). CEB pouco diferenciado (C) e moderadamente diferenciado (D) exibindo 

marcação forte ocupando quase todo o citoplasma das células. Notar o padrão granular em 

todas as marcações. 
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Figura 13 Elevada imunoexpressão da cicloxigenase-2 (COX-2) no parênquima de 

carcinoma escamocelular de boca (CEB) in situ (A) e de diferentes graus de diferenciação: 

bem diferenciado (B), moderadamente diferenciado (C) e pouco diferenciado (D).  
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Figura 14 – Expressão da COX-2 nos casos de CEB da amostra estudada em relação à 

graduação histológica (OMS). 
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(Teste Qui-quadrado p=0.890). 

 

5.4 Relação entre a expressão da COX-2 e a densidade de macrófagos 

 Em muitos casos houve identificação de macrófagos no estroma profundo, mesmo 

em áreas sugestivamente correspondentes a ausência de marcação para COX-2 (Figura 16).  

Não foi observada correlação significativa entre a expressão de COX-2 e densidade 

macrofágica. 

 

5.5 Relação entre a expressão da COX-2 e DMV 

 Não houve correlação significativa entre a expressão de COX-2 e DMV. 

 

5.6 Relação entre a expressão da COX-2 e proliferação celular 
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 Não foi observada correlação significativa entre a expressão de COX-2 e o índice de 

proliferação celular. 

 

5.7 Relação entre a densidade de macrófagos e DMV 

 Não foi observada correlação significativa entre a densidade macrofágica e a DMV.  

 

5.8 Relação entre a densidade de macrófagos e proliferação celular 

 Não foi observada correlação significativa entre a densidade macrofágica e o índice 

de proliferação celular.  

 

5.9 Relação entre a DMV e proliferação celular 

 Não foi observada correlação significativa entre a DMV e o índice de proliferação 

celular. 
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Figura 15 Padrão de imunoexpressão da cicloxigenase-2 (COX-2) no estroma de 

carcinoma escamocelular de boca (CEB) in situ (A) , CEB bem diferenciado (B), CEB 

moderadamente diferenciado (C) e CEB pouco diferenciado (D). As figuras C e D se 

referem às regiões próximas à frente de invasão.  
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Figura 16 Imunoexpressão da cicloxigenase-2 (COX-2) no parênquima e no estroma em 

diferentes regiões de um mesmo carcinoma escamocelular de boca moderadamente 

diferenciado. A e B exibem a expressão estromal da COX-2 nas porções mais superficiais 

do tumor. C e D mostram regiões profundas do tumor, nas quais a expressão da COX-2 se 

dá basicamente pelas células epiteliais tumorais. E e F apresentam a positividade de células 

para o CD68 em áreas correspondentes às das figuras C e D, mostrando que macrófagos 

estavam presentes. 
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6. DISCUSSÃO 

 

 O carcinoma escamocelular de boca (CEB), forma mais prevalente do câncer oral, é 

uma doença que acomete pessoas em todo o mundo, chegando a se constituir na forma 

mais prevalente de câncer em alguns países do Oriente (Pandey et al., 2008). O Brasil 

apresenta uma das maiores taxas mundiais de incidência (Brasil, Ministério da Saúde - 

INCA, 2008). Não obstante todos os avanços no conhecimento e intervenção, esta 

neoplasia maligna permanece como umas das mais difíceis de ser controlada e os índices 

de sobrevida pouco melhoraram nos últimos 35 anos de pesquisa (Harrold, 1971; Choi et 

al., 2006). Nesse sentido, investigar as características clínicas e biológicas da doença é de 

extrema relevância porque identifica grupos de indivíduos e fatores de risco, o que permite 

a elaboração de estratégias de prevenção e cura ou, pelo menos, controle diante da 

impossibilidade de cura. 

 No nosso estudo, a média de idade dos pacientes portadores das lesões incluídas foi 

de 56,56, sendo a idade mínima encontrada 34 e a máxima 86. Os indivíduos mais velhos 

(> 40 anos) apresentaram maior ocorrência em relação aos mais jovens (< 40 anos). Esses 

dados estão de acordo com outros estudos epidemiológicos, que relatam a média de idade 

para portadores de CEB em torno dos 60 anos e maior ocorrência em indivíduos acima dos 

45 anos (Gervásio et al., 2001; Conway et al., 2006; Lam et al., 2007). No entanto, em 

nossa amostra, 14,52% dos casos apresentaram idade inferior a 40 anos, um percentual 

considerado elevado, visto que autores afirmam ser a média de acometimento desta doença 

para indivíduos jovens em torno de apenas 4% a 6% (Llewellyn et al., 2001). Uma elevação 

na taxa de incidência para câncer oral em indivíduos considerados jovens é um fenômeno 
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mundial e vários fatores têm sido relacionados a este aumento, principalmente a redução na 

idade de início do hábito de fumar, consumo de bebidas alcoólicas e baixo consumo de 

frutas e vegetais (Mackenzie et al., 2000), já que estes últimos contêm carotenóides e 

retinóides, nutrientes que possuem feito protetor para a doença (La Vecchia et al., 1997; 

Gabriel et al., 2006). Outras possibilidades incluem infecção por HPV (papilomavírus 

humano) e instabilidade genética ligada à p53, os quais estão geralmente presentes nos 

acometidos jovens que nunca fumaram ou beberam (Llewellyn et al., 2001).    

 Dos 27 casos de CEB avaliados, 16 (59.25%) eram do sexo masculino e 11 

(40.74%) do sexo feminino. Portanto, nosso trabalho corrobora com outros estudos, 

epidemiológicos ou não, que demonstram a predileção de ocorrência nos homens para o 

CEB (Mackenzie et al., 2000; Moreno-López et al., 2000; Moore et al., 2000; Carvalho et 

al., 2004; Conway et al., 2006; Lam et al., 2007). Uma explicação para este fato seria uma 

maior prevalência do hábito de fumar e ingestão de bebidas alcoólicas nos homens, 

agravado por uma menor preocupação em relação aos cuidados de higiene oral e visitação 

regular ao dentista (Franco et al., 1989; Vokes et al., 1993; Hindle et al., 2000; Moreno-

López et al., 2000; Nemes et al., 2008). 

 Em nosso estudo, a língua (n=7; 25,92%) apresentou-se como sítio principal de 

ocorrência para o CEB, seguido do assoalho bucal (n=4; 14,81%) e do rebordo alveolar, 

(n=4; 14,81%). Estes dados estão de acordo com outros estudos que apontam igual 

seqüência de ocorrência para este câncer (Franco et al., 1989; Gervásio et al., 2001; 

Mackenzie et al., 2000; Neville & Day, 2002). Embora a maior parte dos autores afirme 

que tumores originados de diferentes tipos de epitélio oral possuem comportamentos 

clínicos distintos (Rautava et al., 2007) e que o CEB de língua tende a ser mais agressivo 

em relação aos que apresentam outra localização bucal (Albuquerque et al., 2003), Bell et 
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al., (2007) não encontraram correlação significativa entre o sítio de origem do tumor 

primário e o índice de sobrevivência dos pacientes ou período livre da doença , 

correlacionando tais aspectos prognósticos apenas com o estágio do tumor e graduação 

histológica.   

 Segundo Brandwein-Gensler et al. (2005), a variação de regiões anatômicas para 

desenvolvimento de um CEB está intrinsecamente relacionada às diferenças quanto à 

exposição aos fatores de risco. Ademais, existem diferenças com relação ao comportamento 

biológico e prognóstico, por exemplo, entre as lesões de lábio e as intrabucais. 

Infelizmente, no nosso trabalho a correlação entre o aspecto ‘localização do tumor’ e os 

outros parâmetros avaliados neste trabalho não se apresentou viável em função do tamanho 

da amostra.  

 Em nosso estudo, 18 casos (66,66%) apresentaram informação referente à cor da 

pele, observando-se uma maior ocorrência para o CEB nos pacientes faiodermas (n=9; 

33,33%) e melanodermas (n=5; 18,51%). Em apenas quatro casos (11,11%) os indivíduos 

foram identificados como leucodermas. O fato de 82,35% dos indivíduos apresentarem uma 

pele parda ou negra pode estar relacionado com a origem da amostra, que foi obtida de 

bancos de laboratórios de dois estados brasileiros onde a população apresenta 

predominantemente estas cores na pele (IBGE: Instituto Brasileiro de Geografia e 

Estatística, 2000).  

 Não foi possível realizar na totalidade da amostra a análise de todos os aspectos 

clínicos propostos em virtude da ausência de informações em algumas das fichas de 

prontuário. Embora não tenha comprometido o resultado do trabalho, este dado reforça a 

necessidade dos profissionais clínicos coletarem e fornecerem informações clínicas 

minimamente necessárias, como localização da lesão, idade e cor da pele dos pacientes 
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submetidos à biópsia, o que viabiliza a compreensão de como fatores locais influenciam na 

patogênese da doença. 

  Os CEBs apresentam comportamento biológico muitas vezes imprevisível, 

principalmente se considerarmos as lesões de estágio inicial, nas quais a presença de 

metástases lifonodais ocultas é algo extremamente comum. Portanto, a definição de 

parâmetros histopatológicos do tumor primário que sejam capazes de orientar a respeito do 

curso clínico da lesão é algo relevantemente necessário para a decisão do tratamento clínico 

proposto (Keski-Sänttti et al., 2007).  

 A distinção dos tumores de acordo com o grau de diferenciação foi realizada com 

base na classificação da OMS, que define os tumores como: bem, moderadamente ou 

pouco diferenciados a partir de aspectos histopatológicos como: grau de pleomorfismo 

nuclear, padrão de invasão, número de mitoses, grau de queratinização e presença de 

infiltração linfo-plasmocitária, e tem sido ampla e recentemente utilizada em estudos 

envolvendo avaliação de câncer oral (Kademani et al., 2005; Bell et al., 2007; Huang et al., 

2007; Keski-Säntti et al., 2007; Pandey et al., 2008). A idéia de incluir os carcinomas in 

situ neste trabalho advém do nosso intuito de estudar o comportamento biológico de um 

carcinoma ainda na sua fase intra-epitelial, bem como de investigar as proteínas por nós 

estudadas em relação aos eventos iniciais da carcinogênese. 

 De acordo com os nossos achados para graduação histológica, a maior parte dos 

casos de CEB apresentou grau de diferenciação moderado, que estava presente em nove 

dos vinte e sete casos (33,33%), seguido do ‘bem diferenciado’(n=8; 29,62%). Se 

ocultarmos os casos de carcinoma in situ, as porcentagens se estabelecem como 39,13% e 

34,78%, respectivamente para os de grau moderado e para os bem diferenciados.  Estes 

dados corroboram com Huang et al. (2007), que utilizaram a classificação da OMS para 
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analisar 172 CEBs de mucosa jugal e encontraram maior prevalência para as lesões 

moderadamente diferenciadas, e menor para as pouco diferenciadas.  

 A técnica de imunohistoquímica é largamente utilizada na rotina diagnóstica e em 

experimentos científicos na área de patologia humana desde a década de 70 e se constitui 

em método seguro para detecção da expressão de proteínas em amostras de massa tecidual 

(Mighell et al., 1998; Chan, 2000). No entanto, durante a escolha e execução da técnica, 

para preservar ao máximo a estrutura e recuperar a composição química tecidual, algumas 

especificidades em relação ao pré-tratamento do material devem ser observadas (Larsson, 

2000).  

 Fixadores à base de formaldeído são largamente utilizados em estudos envolvendo 

pesquisa de antígenos de baixo peso molecular e peptídeos, já que os fixadores com 

formulação à base de etanol podem removê-los ao invés de fixá-los (Larsson, 2000). 

Portanto, neste trabalho foram utilizadas amostras parafinizadas que foram previamente 

fixadas em fórmulas à base de formaldeído, o que permitiu que a marcação fosse realizada. 

No entanto, o formaldeído reduz os sítios específicos de ligação antígeno-anticorpo por 

estabelecer ligações cruzadas que acarretam sutis alterações na conformação tridimensional 

da molécula protéica, comprometendo os epítopos dos antígenos (Leong & Leong, 2007). 

Assim como os agentes fixadores, o processo de parafinização interfere na antigenicidade 

por modificar, esconder ou até mesmo extrair os antígenos, já que a maioria destes é 

solúvel (Larsson, 2000). Portanto, no intuito de minimizar todos estes efeitos, no nosso 

trabalho, antes da marcação imunohistoquímica propriamente dita, as amostras foram 

submetidas a uma etapa de recuperação antigênica.  

 A literatura descreve alguns métodos para desmascarar os antígenos, mediados pelo 

calor ou por ação enzimática (Mighell et al., 1998). No entanto Leong & Leong (2007) 
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advertem que a digestão proteolítica pode promover alterações deletérias em alguns 

antígenos, além de gerar protocolos mais difíceis e favorecer a perda da morfologia 

tecidual, altos níveis de “background” e marcação falso-positivas. Além disso, Chan 

(2000) afirma que os métodos induzidos pelo calor apresentam a vantagem de permitir 

aplicação de anticorpos em maiores diluições justamente porque preservam uma maior 

quantidade de antígeno durante a recuperação. No nosso estudo, todas as proteínas foram 

recuperadas através de calor, seja por microondas ou por Steamer. O pré-tratamento 

fornecido às amostras de tecido antes da marcação imunohistoquímica foi o aspecto que 

mais influenciou a aferição de vasos em um trabalho que avaliou o quanto a metodologia 

pode afetar a graduação de angiogênese em tumores de mama e de boca (Schor et al., 

1998), demonstrando a importância dessa etapa em relação aos resultados obtidos num 

trabalho científico. A utilização no nosso estudo de lâminas com prévio tratamento 

químico adesivo (Superfrost Plus®/Easy Path) foi de grande valia, uma vez que em 

nenhuma das reações observou-se a perda das secções durante o processamento, mesmo 

com o tratamento sob calor. 

 Entre outras variantes que atestam para a qualidade do trabalho executado pela 

técnica imunohistoquímica, podem ser citados: os clones e diluições dos anticorpos e 

sistema de revelação. Nesse sentido, muitos avanços foram obtidos pela produção de uma 

diversidade de anticorpos monoclonais que apresentam epítopos resistentes aos fixadores à 

base de formol, bem como a criação de sistemas de amplificação. O sistema de detecção 

fundamentado num polímero indireto, como é o caso do EnVision, apresenta a vantagem de 

aumentar a sensibilidade das imunoreações, podendo amplificar o sinal da reação 

imunohistoquímica em até 200 vezes, além de diminuir o tempo de execução porque 

elimina um de seus passos (Sabattini et al., 1998). Por isso, esta foi a técnica 
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imunohistoquímica escolhida para pesquisas dos depósitos antigênicos neste estudo, sendo 

utilizados os componentes que eram até recentemente oferecidos sob apresentação de kit 

comercial para anticorpo primário da DAKO® que são: EnVision Labeled Polymer HRP, 

Liquid DAB (substrato cromógeno diaminobenzidina) e o Peroxidase Blocking Reagent.  

Observar como certas proteínas se comportam no câncer e em que sentido elas se 

relacionam com aspectos da doença como: características morfológicas de agressividade, 

nível de sobrevivência, grau de recorrência e índice de metástase, permite enquadrá-los 

como fatores prognósticos e/ou preditivos, contribuindo no conhecimento de sua biologia e 

na elaboração de estratégias de intervenção para controle ou cura. No intuito de orientar 

para formulação correta de hipóteses e interpretação adequada de resultados, Hall & Going 

(1999) conceituaram importantes diferenças entre fator prognóstico e preditivo. Segundo 

eles, o primeiro corresponde a uma propriedade a partir da qual o provável curso clínico da 

doença pode ser inferido, enquanto o segundo concerne à relativa sensibilidade ou 

resistência da doença a uma terapia específica. Ou seja, proteínas podem ser consideradas 

fatores prognósticos quando estão diretamente correlacionadas com aspectos clínico-

patológicos do tumor e fatores preditivos de forma independente informam, a partir de sua 

expressão, qual o melhor tratamento a ser executado. Em relação à análise das proteínas 

estudadas no nosso trabalho, optamos pela avaliação descritiva e semi-quantitativa porque 

acreditamos que esta se apresenta mais sensível como medida do conteúdo protéico celular 

em relação a medidas que envolvem apenas escala de densidade óptica (Katori et al., 2007).   

 Trabalhos como o nosso, o qual utiliza blocos de parafina armazenados em bancos 

de laboratório, necessitam de marcadores adequados com alta sensibilidade e 

especificidade biológica que identifiquem na célula ou no tecido seu alvo de forma 

confiável (Magdelénat, 1992). Optamos por avaliar a proliferação celular utilizando o anti 
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Ki-67, que identifica na célula uma proteína nuclear sem a qual a célula não entra em 

divisão (Schlüter et al., 1993). Além disso, apresenta a vantagem de identificar proliferação 

celular em quase todas as fases do ciclo celular (G1, S, G2 e M), o que atesta para a sua 

confiabilidade em estudos de imunohistoquímica tanto em tecidos normais quanto em 

tecidos neoplásicos humanos (Gerdes et al., 1984). O clone MIB-1 (Molecular 

Immunology Borstel), extraído do Ki-67, apresenta excelente atividade e é capaz de 

estabelecer boa correlação com proliferação celular utilizando-se imunohistoquímica em 

tecidos fixados em formol e embebidos em parafina (Cattoretti et al., 1992), porque o 

anticorpo original Ki-67 só pode ser usado em material fresco ou congelado (Brown & 

Gatter, 2002). 

 Nossos dados medidos pela marcação do Ki-67 expressaram maior potencial 

proliferativo nos CEBs moderadamente e pobremente diferenciados, com importante 

significância estatística entre os moderados e os bem diferenciados (p = 0,000). Embora 

Kuratomi et al., (2006) não tenham encontrado qualquer correlação entre índice 

proliferativo medido por Ki-67 e grau de diferenciação em CEB de gengiva, nossos 

resultados estão de acordo com diversos estudos na literatura que descrevem altos índices 

proliferativos em tumores que apresentam forte presença de alterações histopatológicas e 

prognósticos ruins, tanto para câncer oral (De Aguiar et al., 2007; Katori et al., 2007; Kim 

et al., 2007) como para cânceres em outras localizações (Mao et al., 2006), ou ainda em 

hiperplasia da mucosa bucal normal com alto risco para cancerização (Shah et al., 2007).  

 O fato de termos encontrado maiores valores proliferativos para os CEB 

moderadamente diferenciados em relação aos pobremente diferenciados pode ser explicado 

pelo fato de apresentarmos na nossa amostra um maior número de lesões moderadamente 

diferenciadas. Além disso, muitos dos CEB com diferenciação moderada da nossa amostra, 
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a despeito de possuírem pérolas de queratina remanescentes, que são um fator de apoio na 

diferenciação entre as lesões moderadamente e pobremente diferenciadas (Barnes et al., 

2005), apresentavam alterações morfológicas acentuadas características de CEB pouco 

diferenciados.  

 Existe certa controvérsia na literatura em considerar a idade do paciente como 

variável relacionada ao grau de malignidade do tumor. Alguns autores acreditam que nos 

jovens o CEB apresenta um comportamento mais adverso quando comparados com 

indivíduos idosos (Broders, 1941), enquanto que outros trabalhos afirmam ser o 

comportamento biológico do tumor fator independente da faixa etária (Schantz et al., 

1988). Autores afirmam que as regiões do cromossomo que usualmente exibem alterações 

genéticas importantes para a tumorigênese oral são as mesmas nos indivíduos jovens e nos 

adultos (Jin et al., 1999). No entanto, Wiencke et al., (1999) afirmam que fumar durante os 

anos da adolescência gera importantes mudanças fisiológicas que tornam o DNA mais 

vulnerável, além de levar a um aumento na formação e persistência de DNA aduccts até 

mesmo quando existe o abandono do vício, o que não acontece em indivíduos que 

começaram a fumar tardiamente. 

 No nosso trabalho, encontramos uma associação inversa entre índice proliferativo 

medido pelo Ki-67 e idade dos pacientes próxima de uma significância estatística 

(p=0,070). Interessantemente, nossa amostra era composta de três pacientes jovens (<40 

anos), dos quais dois (66,66%) apresentaram CEB com baixo grau de diferenciação e um 

(33,33%) com grau moderado. Ademais, observamos forte associação entre a idade 

categorial (<40 anos e >40 anos) dos indivíduos e o grau de diferenciação das lesões 

(p=0,000). Portanto, nossos achados estão de acordo com (Tsukuda et al., 1993), que 

acreditam na ocorrência de lesões com pior prognóstico nos indivíduos jovens. 
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A vasculogênese é definida como a diferenciação de células precursoras 

denominadas angioblastos em células endoteliais e formação de novo de um sistema 

vascular primitivo, enquanto a angiogênese se caracteriza pelo crescimento de novos 

capilares a partir de vasos sanguíneos maduros pré-existentes (Risau, 1997). Em tumores 

malignos humanos, de um modo geral, a sobrevivência de suas células se dá a partir do 

processo de angiogênese, ao qual está vinculada a sua capacidade de crescer e 

posteriormente disseminar-se. Este mecanismo se dá de forma complexa e envolve a 

interação entre fatores pró e anti-angiogênicos regulados pelas células endoteliais, 

musculares lisas e os pericitos, além de matriz extracelular e células do estroma (Conway et 

al., 2001; Carmeliet, 2004). 

Embora diversos trabalhos desenvolvidos em modelos animais já tenham 

demonstrado que a angiogênese é fundamental para o crescimento do tumor e posterior 

disseminação à distância (Folkman, 1990), permanece controverso na literatura o 

estabelecimento da medida de densidade microvascular como fator prognóstico confiável 

para tumores malignos (Schor et al., 1998) e alguns autores não atestem confiabilidade na 

aferição vascular para sugerir a respeito do curso da lesão ou como fator prognóstico 

independente (Axelsson et al., 1995; Morphopoulus et al., 1996; Fernández et al., 2007; 

Calvin et al., 2007). A discrepância existente na literatura no sugestionamento de 

prognóstico baseado no número de vasos presentes no tecido é tamanha a ponto de diversos 

estudos terem associado o nível de densidade microvascular com bons prognósticos, por 

exemplo, para câncer oral (Pazouki et al., 1997) e tumores malignos da cabeça e do pescoço 

(Zatterstrom et al., 1995), além de câncer do colo de útero (Kainz et al., 1995). Outros 

autores afirmam, por sua vez, que não existe qualquer valor prognóstico clínico para a 

medida dos níveis de vascularidade, pelo menos em se tratando do câncer de mama 
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(Axelsson et al., 1995; Morphopoulos et al., 1996). Entretanto, diversos autores acreditam 

veementemente na densidade microvascular (DMV) como fator da maior importância no 

estabelecimento de prognóstico clínico para diversos tipos de câncer, como o de mama 

(Weidner et al., 1991) cólon (Takahashi et al., 1995) e boca (Brun et al., 2001); e afirmam 

que tratamentos envolvendo a utilização de substâncias anti-angiogênicas poderão salvar a 

vida de milhões de pessoas vítimas de diversas doenças, incluindo as malignidades 

(Carmeliet, 2004; Carmeliet, 2005).  

Em geral, a quantificação do número de vasos presentes na área mais vascularizada 

do tecido, também chamada hot spot, é o método mais usualmente utilizado na medida de 

vascularização (Weider et al., 1991). No nosso estudo, utilizamos a proteína von 

Willebrand factor (Fator VIII) para evidenciar os vasos e assim quantificá-los (Artese et al., 

2001; Brune t al., 2001; Guttman et al., 2004; Calvin et al., 2007). Proteínas como o CD31 

e CD34 também são usualmente utilizadas para medir a DMV em tumores orais (Guttman 

et al., 2004; Férnandez et al., 2007), não existindo diferenças entre a marcação pelo CD31 e 

F VIII quando se considera densidade microvascular, e existindo um maior marcação pelo 

F VIII quando a aferição é realizada considerando-se o volume microvascular (Schor et al., 

1998). 

Neste trabalho optamos por avaliar a angiogênese através da contagem de vasos por 

mm2 de tecido, e não apenas por campo observado, por acreditarmos que o tamanho da área 

examinada influencia consideravelmente no cálculo da DMV (Schor et al., 1998). Dessa 

forma, a partir dos nossos resultados em relação às diversas localizações anatômicas, 

observamos que de um modo geral os maiores valores não estavam presentes na língua, 

apesar da predileção na ocorrência do CEB para este sítio na amostra estudada. Outras 

localizações, como gengiva, mucosa jugal e lábio apresentaram os valores mais 
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expressivos. Esses dados podem estar relacionados com o fato de a língua apresentar alta 

vascularização e, por isso, permitir que tumores nela cresçam sem necessariamente formar 

novos vasos (Vora et al., 2003).  

De acordo com nossos resultados, o carcinoma in situ apresentou elevados índices 

de vascularização, não apresentando diferenças estatísticas em relação aos CEB. Estes 

achados estão de acordo com os de Shibata et al., (2005), que investigaram entre outros 

marcadores, DMV medida pelo CD34 num aumento de 200X, em tecido normal, displasias 

e CEB oral. Estes autores, embora não tenham encontrado diferenças significativas entre a 

DMV das displasias em relação aos CEB, observaram elevação significativa na DMV em 

displasias severas em relação às leves. 

Nossos achados permitiram estabelecer uma associação inversa entre a densidade 

microvascular medida em aumento de 400X e o grau de diferenciação, quando comparados 

os CEB ‘bem’, ‘moderadamente’ e ‘pobremente’ diferenciadas (p=0,048), achados também 

semelhantes aos de Shibata et al., (2005). Esses resultados estão de acordo com Shpitzer et 

al. (1996), Artese et al. (2001), Vora et al. (2003) e Guttman et al. (2004), que acreditam ser 

o prognóstico dos CEB relacionado ao grau de vascularização das lesões. Vairaktaris et al. 

(2008) afirmam que um aumento na angiogênese nos portadores de CEB apresenta relação 

com os elevados níveis de IL-10, o que provavelmente ocorre pela supressão da resposta 

imune nesses indivíduos. 

Em estudo imunohistoquímico recentemente realizado com CEB de língua, 

Férnandez et al (2007) utilizaram o CD31 como marcador de vasos e observaram em 

aumento de 400X, não atestando evidências na medida de vascularização tumoral como 

fator independente para avaliar possibilidade de recidiva ou índice de sobrevivência nos 

pacientes. Guttman et al. (2004) realizaram estudo semelhante utilizando fator VIII e CD34 
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como marcadores também em aumento de 400X e detectaram um maior número de vasos 

como o CD34, o que esteve significativamente correlacionado com invasão tumoral à 

musculatura adjacente e metástase lifonodal. Segundo eles, apenas o CD34 pode ser 

associado à agressividade dos tumores. Acreditamos que este resultado pode estar 

relacionado à vantagem deste marcador de expressar-se em vasos recém-formados, o que 

não ocorre na marcação pelo F VIII. Vora et al. (2003) avaliaram vascularização pelo F 

VIII em aumento de 400X como biomarcador de prognóstico também em CEB de língua e 

encontraram marcação para vasos em apenas 20% dos tumores. Eles explicam este 

resultado afirmando que a língua, por ser altamente vascularizada, permite crescimento 

tumoral sem necessariamente promover angiogênese. No entanto, nosso estudo, que 

apresentou maior prevalência para a língua como sítio de ocorrência, apresentou imuno-

marcação pelo F VIII em todas as amostras. De qualquer forma, segundo Vora et al. (2003), 

a partir dos resultados do seu trabalho, a aferição de angiogênese não seria adequada 

indicador patológico prognóstico para CEB de língua.  

Gleich et al. (1997), que avaliaram vascularidade em CEB de diversas localizações 

mediante utilização de F VIII e CD31 em aumento de 400X, embora tenham encontrado 

correlação entre o tamanho do tumor e vascularidade, quando aferida pelo F VIII, não 

acreditam que a densidade microvascular seja bom indicador de potencial angiogênico. 

Todavia, Shpitzer et al. (1996) contaram vasos marcados pelo F VIII num aumento de 

250X em CEB de língua e estabeleceram correlação positiva com presença de metástase, 

indicando a angiogênese como fator independente para predizer metástase lifonodal e 

decidir sobre a terapia a ser utilizada. De acordo com estes autores, pacientes com ausência 

clínica de lifonodos comprometidos portadores de altos índices de vascularização deveriam 

ser tratados com terapia adjuvante, e não apenas com ressecção cirúrgica.  
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Para os autores que não atestam medida de vascularidade como fator prognóstico 

em CEB, a angiogênese seria apenas um entre os muitos fatores que regulariam o 

crescimento deste tumor. De qualquer modo, há alguns anos estudos demonstram que em se 

tratando de tecidos orais, a presença de vasos sanguíneos é geralmente mais elevada em 

tumores do que no tecido normal correspondente (Pazouki et al., 1997). Assim como 

Fernadez et al. (2007), sugerimos uma padronização nos métodos de aferição e 

estabelecimento dos resultados no intuito de homogeneizar os dados e tornar os estudos 

mais comparáveis. Acreditamos que a ausência na literatura de consenso a respeito da 

medida de angiogênese como prognóstico pode estar associada às disparidades na análise 

envolvendo tamanho da objetiva, método de contagem (por área tecidual ou por campo), 

determinação de um vaso que caracterize um tumor, seleção das regiões hot spot, além das 

diferenças em relação aos marcadores utilizados e delineamento dos estudos. 

 Tumores sólidos apresentam, além de células neoplásicas e vasos sanguíneos, um 

componente celular estromal basicamente formado por fibroblastos e células imuno-

competentes, sobretudo macrófagos e linfócitos (Allavena et al., 2008). No entanto, o 

significado biológico da presença de macrófagos no microambiente tumoral é algo ainda 

não totalmente esclarecido para muitos autores, principalmente por possuírem estas células 

funções muitas vezes contraditórias (Bianchini et al., 2007; Naito, 2008).  

 A partir da nossa análise descritiva observamos uma maior presença de macrófagos 

no estroma tumoral das porções mais periféricas dos tumores. Este dado não foi 

quantificado pela ausência de margens preservadas na maioria dos tumores, já que 

trabalhamos com biópsias incisionais de diagnóstico inicial. Nossos achados estão de 

acordo com outros trabalhos da literatura que atestam a preferência dos MATs pelas áreas 

marginais do tumor (Bianchini et al., 2007). Estudos que utilizam amostras provenientes de 
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cirurgias terapêuticas, nas quais a frente de invasão está sempre presente, e avaliam 

separadamente a presença dos MATs em áreas próximas às margens do tumor (MATs 

marginais) e nos tecidos mais profundos (MATs intratumorais), usualmente encontram 

elevação na densidade macrofágica nas áreas próximas às margens de invasão (Soeda et al., 

2008). Isto pode estar relacionado com o fato das margens tumorais usualmente 

apresentarem-se ulceradas ou necróticas, uma vez que os MATs se acumulam 

preferencialmente em regiões necróticas ou pobremente vascularizadas do tumor, em 

virtude da existência de baixa tensão de oxigênio nessas áreas (Murdoch et al., 2004). 

 De acordo com Mantovani et al. (2007), esses MATs correspondem a uma 

subpopulação mielóide de macrófagos M2, em virtude da demonstração de que expressam 

funções comuns aos M2. Eles são atraídos do sangue em direção ao tumor por quimiocinas, 

além de VEGF, PDGF, TGF-β e o M-CSF, sendo  que já no tumor sofrem acentuadas 

mudanças fenotípicas e expressam citocinas e enzimas mitogênicas e pró-angiogênicas que 

contribuem para o crescimento, angiogênese e metástase tumorais (Murdoch et al., 2004). 

 MATs apresentam inúmeros recursos que contribuem tanto para o início da 

tumorigênese quanto para a metástase, incluindo a produção de IL-1, TNF, CSF-1, COX-2 

e o NF-KB, além de enzimas relacionadas à degradação da matriz extra-celular (Coussens 

& Werb , 2002; Mantovani, Sica et al., 2007; Allavena, Sica et al., 2008). Portanto, MATs 

comprometem a efetividade da imunidade tumoral e, sendo o carcinoma escamocelular de 

boca pobremente imunogênico e bastante imunosupressivo (Lang et al, 2007), 

provavelmente os MATs apresentam importante função na progressão desta lesão 

(Mantovani et al., 2003).  

  Outro mecanismo importante é a expressão de fatores pró-angiogênicos como o 

VEGF, PDGF, TGF-β, CCL2 (Bonizzi & Karin, 2004), TNF-α, β-FGF, IL-8 (Mantovani et 
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al., 2007), além do MDGF (Polverini & Leibovich, 1985). Como o potencial de induzir 

angiogênese no câncer oral está relacionado tanto com as células epiteliais tumorais quanto 

com a presença de macrófagos do estroma associado ao tumor, os MATs apresentam 

importante papel na progressão dos CEB também através do artifício angiogênico.   

 A presença elevada de macrófagos, como foi observada no nosso estudo, já esteve 

correlacionada com prognóstico ruim em diversos tipos de câncer (Ueno et al., 2000) e isto 

pode estar relacionado à ação pró-angiogência tumoral dos MATs. Destarte, o progresso do 

conhecimento referente à biologia do macrófago sem dúvidas permitirá novas estratégias 

para o tratamento do câncer. No entanto, esta abordagem deve ser desenvolvida com muita 

cautela, uma vez que estas células apresentam funções imprescindíveis dentro da fisiologia 

humana. Depleção de macrófagos reduz severamente a produção de bilirrubina, além de 

diminuir consideravelmente a resistência do indivíduo a processos infecciosos (Naito, 

2008). O ideal realmente seria que as medicações utilizadas apresentassem ação seletiva 

para os MATs. 

 Não foi possível no nosso estudo estabelecer correlação entre a presença de 

macrófagos e a DMV. No entanto, uma relação entre DMV e aumento de macrófagos já foi 

demonstrada em diversos tipos de câncer como o de mama (Ueno et al., 2000), de pulmão 

(Chen et al., 2003) e adenomas do trato gastro-intestinal (Chapple et al., 2002), que são 

lesões cancerizáveis. Ademais, existem evidências de que o VEGF produzido pelos MATs 

promove linfo- angiogênese peritumoral, o que propicia a disseminação da doença e 

posterior metástase linfática (Schoppmannn et al, 2002). Em se tratando de câncer oral, 

Soeda et al. (2008) encontraram correlação entre presença de macrófagos e densidade 

microvascular. Marcus et al. (2004) correlacionaram a presença dessas células com 

prognósticos ruins e, embora não tenham quantificado vasos, atribuem os resultados 
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principalmente à sua ação angiogênica. No nosso trabalho, encontramos ainda que sem 

significância estatística (p=0,374), maior densidade macrofágica nos tumores pouco 

diferenciados e menor naqueles bem diferenciados, o que demonstra que de alguma forma 

os MATs podem estar relacionados com o prognóstico do CEB. A ausência de correlação 

entre a presença de macrófagos e DMV pode ser esclarecida a partir da observação de que 

os macrófagos preferem as áreas hipóxicas dos tecidos, que são geralmente necróticas e 

atraem esta população celular para seus arredores. 

Em nosso estudo descrevemos a expressão de COX-2 no citoplasma das células 

epiteliais do tumor e no estroma correspondente. Estudos anteriores já demonstraram a 

expressão desta enzima em CEB, no entanto poucos descreveram o padrão de expressão em 

relação ao grau de diferenciação das lesões (Shibata et al., 2005; Pannone et al., 2007; 

Pandey et al, 2008).  

As células tumorais expressaram a COX-2 em intensidades e extensões 

citoplasmáticas distintas. Uma parte da nossa amostra (17,24%) não expressou COX-2 nas 

células tumorais, um resultado semelhante ao realizado em carcinomas avançados de 

nasofaringe por Chan et al. (2007), que encontraram expressão da enzima em apenas 83% 

dos tumores e por Atula et al. (2006), que encontraram em 88% dos casos estudando uma 

amostra de CEB. Este resultado não está relacionado com aspectos histológicos, uma vez 

que a ausência de marcação foi observada tanto no carcinoma in situ quanto em CEBs 

‘bem’ e ‘moderadamente’ diferenciados. 

Embora os autores não tenham discutido a ausência de expressão da enzima em 

parte da amostra, sugerimos para este trabalho que nesses casos outros mecanismos em prol 

do surgimento e crescimento tumorais possam estar envolvidos. Apesar de acreditarmos 

que a COX-2 influencia sobremaneira nos diversos estágios da carcinogênese, outras vias 
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estão presentes, como a indução de angiogênese e de moléculas degradadoras da matriz 

extracelular realizada por MATs (Hagemann et al., 2004; Mantovani et al., 2007) ou  pelas 

próprias células tumorais.  

Nos carcinomas in situ, a expressão imunohistoquímica da enzima se apresentou 

principalmente na camada intermediária e resultados semelhantes foram obtidos por 

Shibata et al. (2005). Acreditamos que este aspecto está relacionado com o fato das 

alterações no CEB estarem presentes na camada correspondente nos tecidos normais à 

camada escamosa, que se localiza imediatamente acima da basal.  

Em nosso estudo, optamos por analisar a expressão da COX-2 através do 

estabelecimento de um escore baseado no produto da porcentagem de células marcadas pela 

intensidade de marcação, como estabelecido por Chan et al. (2007). Existe uma forte 

tendência por parte dos autores que avaliam expressão da COX-2 para utilização de 

metodologias envolvendo escores de porcentagem que levem em consideração a 

intensidade de marcação (Yu et al., 2003; Hemmerlein et al., 2004; Nijsten et al., 2004; 

Sarian et al., 2006; Katori et al., 2007; Yoshida et al., 2007). Isto porque em relação à 

expressão da COX-2 nas células epiteliais, a intensidade da marcação imuno-histoquímica é 

mais relevante do que o número de células marcadas, o que explica porque trabalhos que 

abrem mão de um dos parâmetros optam por manter intensidade da marcação (Bianchini et 

al., 2007).  

A nossa análise mediante utilização de escore de marcação revelou elevação sem 

diferença estatística na expressão da COX-2 para todos os tumores, o que está de acordo 

com os achados de Chan et al. (2007) e Pandey et al. (2008), que não encontraram qualquer 

valor prognóstico significativo na expressão da COX-2 em carcinomas de nasofaringe 

avançados e CEB, respectivamente. O fato de termos encontrado elevada expressão de 
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COX-2 nos carcinomas in situ, bem como nos tumores bem, moderadamente e pobremente 

diferenciados sugere que no CEB, a enzima pode estar relacionada com os diversos estágios 

da carcinogênese.  Pannone et al. (2007) avaliaram por RT-PCR os níveis de COX-2 em 

CEBs e, embora não tenham encontrado correlação com a graduação histológica ou índice 

de sobrevivência dos pacientes, afirmam que a enzima tem valor prognóstico por estar 

significativamente relacionada ao período livre de doença nos pacientes. Shibata et al. 

(2005), que realizaram avaliação por imunohistoquímica e relacionaram com a graduação 

histológica, encontraram maiores valores para a expressão de COX-2 nos CEB bem 

diferenciados. No entanto esses autores, durante análise da marcação para a COX-2, 

levaram em consideração apenas a porcentagem de células marcadas. 

Apesar das semelhanças na proposição e nos dados obtidos, existem diferenças 

importantes entre o nosso trabalho e os desenvolvidos por Pannone et al. (2007) e Pandey et 

al. (2008). Estes últimos realizaram um estudo comparando três diferentes grupos de 

amostra (tumores, lesões pré-neoplásicas e mucosa bucal sadia), nós realizamos um estudo 

comparando tumores com diferentes graus de diferenciação entre si, incluindo os 

carcinomas in situ. Enquanto todos eles analisaram a expressão da enzima por RT-PCR e 

PCR, nós optamos pela imunohistoquímica. As semelhanças nos nossos resultados em 

relação a estes trabalhos, que foram executados com o mesmo tipo de lesão e marcador, 

mas com técnicas que apresentam alta sensibilidade, como é o caso das técnicas de biologia 

molecular, validam ainda mais os nossos achados. Estudos como o realizado por Tang et al. 

(2003), que observaram alta expressão da enzima em CEB, não realizaram qualquer tipo de 

análise de graduação histológica e encontraram elevação nos tumores em relação às áreas 

não-tumorais adjacentes às áreas tumorais e quando estabeleceram comparação com biópsia 

de indivíduos saudáveis.  
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Em verdade, a maior parte dos autores que avaliaram expressão de COX-2, 

correlacionando-a com prognósticos ruins, utilizou biópsias de tumor primário, observando 

variáveis de prognóstico como presença de metástase (Bianchini et al., 2007). No nosso 

trabalho, por se tratar de um estudo retrospectivo com biópsias incisionais de diagnóstico 

inicial, nos restou estabelecer como fator prognóstico apenas a graduação histológica, em 

virtude de sua já sabida validade como fator preditivo para CEB, além da inviabilidade 

durante realização do nosso estudo de acessar dados que fossem denunciadores clínicos de 

prognóstico.  

Hemmerlein et al. (2004) quantificaram por RT-PCR e analisaram 

imunohistoquimicamente a expressão da COX-2 em carcinomas renais, encontrando 

elevada expressão da enzima no epitélio tumoral e macrófagos, e afirmam que a COX-2 

favorece a proliferação e metástase tumoral. Estudando a expressão da COX-2 em lesões de 

cérvix uterino de diversos graus por imunohistoquímica, Sarian et al. (2006) observaram 

elevada expressão da enzima e, assim como no nosso estudo, não correlacionaram com a 

severidade da doença. Segundo eles, a resposta inflamatória desencadeada pelo HPV, que 

está intimamente associado às lesões estudadas, poderia contribuir para a expressão da 

COX-2 independentemente do curso de progressão das lesões. É interessante observar que 

a COX-2 é expressa apenas em condições de inflamação, e isto é um achado comum em 

lesões de boca, malignas ou não. Pacientes portadores de lesões malignas bucais podem 

apresentar condições pró-inflamatórias ou inflamatórias associadas, como a doença 

periodontal, que é uma doença bucal bastante prevalente de natureza bacteriana que 

compartilha com o câncer de boca seu principal fator etiológico: o hábito de fumar.  

Embora macrófagos sejam os principais secretores de COX-2 no componente 

intersticial tumoral (Huang et al., 2000), outras células inflamatórias, fibroblastos e células 
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endoteliais também produzem COX-2 (Shibata et al., 2005; Baglole et al., 2006). Inclusive 

observamos no nosso trabalho a expressão de COX-2 na parede de vasos sanguíneos. Por 

isso optamos no nosso estudo por não quantificar a presença de macrófagos expressando 

COX-2 no estroma porque acreditamos que trabalhando com imuno-histoquímica isto só 

seria possível mediante dupla-marcação. No entanto a literatura apresenta um estudo 

envolvendo análise da expressão de COX-2 por macrófagos em carcinomas de cólon e reto 

sem utilização de dupla marcação ou técnicas outras que não a imuno-histoquímica, com 

uma metodologia bastante semelhante à nossa, na qual toda a expressão estromal de COX-2 

é atribuída aos macrófagos (Sheehan et al., 2005). Concordamos com a metodologia de 

Bianchini et al. (2007), que estudaram a expressão de COX-2 em macrófagos em 

melanomas cutâneos e, embora não tenham utilizado dupla marcação com os anticorpos 

anti-CD68 e anti-COX-2, tiveram o cuidado de realizar cortes seriados.  

Observamos a presença elevada de células intersticiais expressando COX-2 nas 

lesões de todos os graus de diferenciação. Acreditamos, assim como Hemmerlein et al. 

(2004), que a COX-2 expressa pelos macrófagos principalmente em condições de hipóxia 

fortalece as propriedades anti-apoptóticas e proliferativas do tumor e isto pode explicar 

nossos achados de elevação de macrófagos nas lesões moderadamente e pobremente 

diferenciadas. 

 Nossa análise descritiva permitiu observar que os macrófagos expressaram COX-2 

preferencialmente nas regiões correspondentes ao epitélio da frente de invasão, embora 

tenham sido observados nas diferentes lesões em toda a extensão do estroma tumoral, tanto 

nas áreas mais superficiais quanto nas profundas. Por se tratar de uma amostra obtida de 

biópsias incisionais, na maioria das vezes com volume reduzido, esta área dos tumores 

estava presente em apenas alguns casos, o que inviabilizou esta análise na totalidade da 
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amostra. Autores que analisaram MATs expressando COX-2 em biópsia excisionais, como 

é o caso de Bianchini et al. (2003) e Sheehan et al. (2005), observaram uma maior 

porcentagem ou densidade dessas células nas regiões mais superficiais dos tumores, como a 

frente de invasão. A identificação no nosso estudo de células com marcação para CD68 em 

toda a extensão do estroma tumoral, mesmo em áreas sugestivamente correspondentes à 

expressão negativa para COX-2, sugere que no CEB os macrófagos podem estar presentes 

em todo o estroma do tumor, no entanto produzem COX-2 preferencialmente no infiltrado 

inflamatório próximo aos epitélios mais superficiais ou áreas próximas a zonas de 

ulceração. 

Células estromais como os macrófagos produzem COX-2 e se constituem em 

células funcionais que iniciam a mitogênese após serem estimuladas por prostaglandinas 

(Nolan et al., 1998; Lewis et al., 2000), sendo o PGE2 o principal produto da COX-2 

associado às transformações malignas. De acordo com Huang et al. (2000), macrófagos que 

expressam COX-2 em tumores humanos correspondem a uma subpopulação que sofreu 

ativação pela interleucina-1 (IL-1) e pelo fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α). 

Levando-se em consideração que a densidade macrofágica medida pela marcação do 

CD68 em nosso estudo se apresentou, ainda que sem significância estatística, mais elevada 

nos tumores pouco diferenciados; e que a COX-2 se apresentou elevada de uma forma geral 

em todos os tumores, acreditamos que a expressão de COX-2 em CEB está intrinsecamente 

relacionada com as células epiteliais, ao contrário de Bianchini et al. (2007), que 

encontraram validade da COX-2 como fator prognóstico em melanomas apenas para a 

expressão nos MATs e não para a expressão nas células tumorais.  

 Portanto, a partir dos nossos achados, sugerimos que no CEB os MATs presentes 

nas lesões menos diferenciadas estão induzindo a expressão de outras moléculas que não a 



 124

COX-2, como moléculas relacionadas à degradação da matriz extracelular (Hagemann et 

al., 2004) ou como as pró-angiogências VEGF, PDGF TGF-β (Bonizzi & Karin, 2004) e 

TNF-α, β-FGF e IL-8 (Mantovani et al., 2007), embora não tenhamos estabelecido 

correlação entre a densidade macrofágica e a densidade microvascular.  

 Em nosso trabalho não foi possível estabelecer correlação significativa entre a 

densidade microvascular e os níveis de expressão de COX-2, um resultado semelhante ao 

obtido por Shibata et al. (2005) com lesões de boca, que utilizaram o CD34 para marcar os 

vasos. Embora a COX-2 influencie a angiogênese, por exemplo, através da indução da 

expressão do VEGF (Tsujii et al., 1998), os autores explicam que esta ausência de 

correlação no CEB pode ser de natureza tumor-específica ou órgão-específica, o que 

consideramos uma explicação bastante razoável e que se aplica ao nosso trabalho. 

Hemmerlein et al. (2004), que utilizaram o CD31 para marcar vasos e estudaram a COX-2 

em carcinomas renais, também não encontraram correlação entre expressão de COX-2 e 

DMV. Eles afirmam que isto pode ser explicado em parte pelo fato de regiões pobres em 

vasos sanguíneos nos tumores serem geralmente relacionadas com áreas necróticas, o que 

aumenta a infiltração de macrófagos, principais secretores de COX-2 no interstício. 

 Também não observamos correlação entre a expressão da COX-2 e o índice 

proliferativo medido pelo Ki-67, um resultado semelhante ao de Yoshida et al. (2007), que 

investigaram os dois marcadores por imunohistoquímica em tumores benignos e malignos 

de ovário. A afirmação destes autores de que a COX-2, embora esteja relacionada com a 

carcinogênese, deve neste caso transitar por mecanismos patogênicos que não a promoção 

da proliferação celular, nos parece adequada e aplicável aos nossos resultados. A COX-2 

interfere no crescimento e disseminação tumoral não apenas através da estimulação da 

mitogênese (Coffey et al., 1997), mas estimulando angiogênese (Tsujii et al., 1998), 
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diminuindo a expressão de moléculas de adesão (Rao et al., 2006), auxiliando a célula na 

resistência à apoptose (Tsujii & Dubois, 1995), aumentando o potencial de invasividade 

pela indução de metaloproteinases (Tsujii et al, 1997) e mediando imunosupressão 

(Sheehan et al., 2005). Parece-nos que um ou mais desses mecanismos possam estar 

envolvidos na carcinogênese oral mediada pela COX-2. 

 Nossos resultados apontaram altos índices de Ki67 nos tumores moderadamente e 

pobremente diferenciados, ou seja, naqueles que apresentam um maior número de 

aberrações celulares e pior prognóstico, no entanto não encontramos correlação entre a 

expressão do Ki67 e da COX-2, uma vez que esta última apresentou em nosso estudo 

expressão elevada na maior parte dos tumores, independente do grau de diferenciação. 

Esses achados corroboram com os de Mao et al. (2006), que observaram em tumores 

pulmonares de fumantes ativos um decréscimo no índice proliferativo medido pelo Ki67 

após utilização de um inibidor de COX-2, sem redução significativa na expressão 

imunohistoquímica da enzima, embora eles afirmem que o decréscimo na proliferação se 

relacione com a inibição da enzima. 

 A questão de se a COX-2 está relacionada com o prognóstico dos tumores ou não é 

extremamente contundente dentro da literatura. Alguns autores acreditam que a enzima 

interfere na iniciação, transformação, progressão e metástase do câncer (Pandey et al., 

2008); outros associam sua expressão apenas com a iniciação da carcinogênese (Yu et al., 

2003; Shibata et al., 2005); enquanto outros a relacionam preferencialmente com a 

disseminação à distância (Bianchini et al., 2007). 

  Em se tratando restritamente de câncer oral, autores afirmam que o prognóstico da 

lesão não está na dependência dos níveis de COX-2 porque estes não se relacionam com o 

grau de diferenciação ou estágio dos tumores (Pandey et al, 2008). Os trabalhos que 
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demonstraram diferença na expressão da COX-2 estabeleceram comparação do CEB com 

tecido sadio e displasias (Shibata et al., 2005). Portanto, nossos dados estão de acordo com 

os resultados publicados até então.  

 A expressão da COX-2 é pouco estudada em tumores de origem não epitelial 

(Sheehan et al., 2003), inclusive Comunoğlu et al. (2007) raramente encontraram expressão 

imunohistoquímica da enzima em estudo realizado com leiomiomas e leiomiosarcomas do 

útero, ressaltando a impossibilidade de considerar a COX-2 como alvo importante no 

tratamento ou prevenção destas lesões. No entanto, a validade prognostica da COX-2 

relatada em diversos estudos tem levado à sua utilização como importante alvo para a 

quimioprevenção e tratamento de alguns tipos de neoplasia de origem epitelial em 

humanos (Akita et al., 2004). O papel dos inibidores farmacológicos de COX-2 em 

neoplasias malignas de natureza epitelial já está bem definido e a utilização de terapias 

envolvendo esta enzima tem crescido consideravelmente (Cuendete & Pezzuto, 2000), 

embora nem todos os grupos de populações humanas possuam acesso a esta modalidade de 

tratamento. Inibição ou bloqueio da COX-2 podem ser realizados através da ligação do seu 

sítio ativo com determinadas drogas, como a aspirina ou antiinflamatórios não-esteróides, a 

exemplo do celecoxib e do rofecocib, na imunoterapia primária, na terapia complementar 

para prevenir a recorrência de determinados cânceres ou como agente preventivo na 

redução do risco para o desenvolvimento da doença (Ma et al., 2002; Lang et al., 2007). 

 Nosso trabalho apresentou um dado intrigante, que foi a elevação com extrema 

relevância estatística nos níveis de Ki-67 nos pacientes melanodermas. Podemos afirmar, 

então, que os afro-descendentes da nossa amostra apresentaram um padrão mais agressivo 

de tumores, uma vez que o Ki67 está associado ao grau de diferenciação das lesões, 

significativamente mais elevado nas lesões moderadas e pouco diferenciadas. 
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Curiosamente, todos os indivíduos melanodermas da nossa amostra apresentaram tumores 

moderadamente diferenciados, os quais apresentaram no nosso trabalho níveis mais 

elevados de proliferação celular e de DMV até mesmo em relação aos tumores pobremente 

diferenciados.  

 Trabalhos na literatura que investigaram raça ou etnia em relação ao câncer oral já 

encontraram maior incidência (Liu et al, 2008) ou pior prognóstico em negros, quando 

comparados com brancos, por exemplo, nos EUA (Arbes et al. 1999, Shiboski et al, 2007). 

Moore et al. (2001) investigaram a raça como fator prognóstico em 909 americanos 

brancos e africanos tratados de CEB e carcinoma de orofaringe, encontrando significativa 

diminuição no índice de sobrevivência nos afro-descendentes, mesmo sendo a amostra 

constituída de apenas 10% deles. Segundo Shiboski et al (2007) a possível explicação para 

os afro-descendentes de sua amostra apresentarem menor grau de sobrevida residiria nas 

diferenças de possibilidade de acesso e utilização dos serviços de saúde em relação aos 

brancos. Arbes et al. (1999) relaciona piores prognósticos encontrados em seu trabalho 

para os negros a diferenças no status sócio-econômico e no tratamento recebido. Liu et al. 

(2008) por outro lado, que analisaram uma amostra mais heterogênea, acreditam que nas 

discrepâncias para incidência de CEB em relação às diversas raças e etnias residem em 

diferenças culturais e de comportamento em relação ao hábito de fumar ou de consumir 

bebidas alcoólicas, o que já foi observado por Warnakulasuriya et al. (2005). Embora Liu 

et al. (2008) não descartem diferenças sócio-econômicas entre negros e brancos, eles 

observaram que estatísticas realizadas no ano de 2002 nos EUA apontaram uma maior 

prevalência no hábito de fumar entre os americanos afro-descendentes em relação aos 

hispânicos, asiáticos e brancos não-hispânicos, tanto para mulheres quanto para homens, o 

que Moore et al. (2001) também afirmam. 
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 Um aspecto interessante é que tanto o hábito de fumar quanto o de ingerir bebidas 

alcoólicas são inversamente relacionados ao o nível de instrução, de acesso à informação e 

de recursos financeiros do indivíduo (Liu et al., 2008). Isto poderia explicar, em parte, os 

nossos resultados, uma vez que os afro-descendentes, tanto da Bahia quanto do Rio de 

Janeiro, apresentam recursos inferiores e diferenças sócio-econômicas relevantes em 

relação ao restante da população. Ademais, os mais pobres apresentam, além de menor 

acesso aos serviços de saúde, menos informações sobre auto-exames e formas de 

prevenção de doenças (Petti & Scully, 2007). 

  Disparidades na saúde se constituem num problema de todos os países em 

desenvolvimento. Mesmo admitindo-se que existem subgrupos de pessoas nos quais os 

cuidados com a saúde oral são precários, como viajantes, prisioneiros, mendigos e 

portadores de deficiências físicas e mentais, as diferenças nos níveis de saúde ao longo dos 

diversos grupos sócio-econômicos são claras e marcantes (Crombie et al., 2005). As ações 

em saúde para o câncer oral devem levar em consideração estas importantes dissidências 

(Kingsley et al., 2008). 

 Considerando-se que o aumento na incidência global de câncer de boca acarreta, 

entre outras, implicações de natureza econômica, o desenvolvimento de estratégias 

preventivas para o combate à doença, que é viabilizado através de pesquisas envolvendo as 

bases moleculares do câncer, além de melhorar a qualidade de vida de milhares de pessoas 

em todo o mundo, apresenta relevante papel também desonerando os serviços públicos de 

saúde (Conway et al., 2006). 

 É importante ressaltar que, a despeito de todos os avanços obtidos até então pelas 

pesquisas envolvendo investigação de proteínas no CEB, se constitui em grande desafio 

estabelecer para esta patologia um perfil molecular definido, devido a sua complexa 
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patogênese e às inúmeras alterações nos diversos sistemas de controle celular necessárias 

para que ela se estabeleça. 
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7. CONCLUSÃO 
 
 

Com base nos dados aqui apresentados e discutidos, podemos concluir que:  

 

1- O índice de proliferação dos tumores, medido pelo Ki-67, mostrou-se associado ao 

seu grau histológico de malignidade, sugerindo sua importância como valor 

prognóstico para o CEB. 

2- A DMV se mostrou associada ao grau histológico de malignidade dos tumores, 

sugerindo sua importância como valor prognóstico para o CEB. 

3- A densidade de macrófagos, embora elevada, não se mostrou associada ao grau 

histológico de malignidade dos CEBs, sugerindo que estas células desempenham 

papel nos diversos estágios da carcinogênese oral.  

4- Uma elevação na expressão da COX-2 está presente em CEBs in situ ou invasivos 

independente do grau de diferenciação, sugerindo que esta oncoproteína está 

relacionada, no câncer oral, aos diversos estágios da carcinogênese.  

5- Proliferação celular, DMV, presença de macrófagos e expressão de COX-2 parecem 

não estar correlacionadas entre si no CEB.  
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