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RESUMO 
 

Introdução: Células-tronco cancerígenas constituem uma subpopulação de células 
neoplásicas que apresentam propriedades fenotípicas de diferenciação, renovação 
celular e proliferação semelhantes às células-tronco normais, sendo responsáveis 
pela manutenção tumoral. Objetivo: investigar a imunoexpressão de CD133, 
marcador de células-tronco cancerígenas, em displasias epiteliais orais e em 
carcinomas epidermoides orais. Material e Método: a amostra se constituiu de 15 
casos de CEO e 15 casos de DEO, sendo realizada a imuno-histoquímica pela 
técnica da estreptoavidina-biotina, utilizando o anticorpo anti-CD133 (GTX60471, 
GeneTex®, San Antonio, TX, USA), com diluição de 1:650 e recuperação antigênica 
com citrato PH 6. A análise quantitativa foi realizada por meio da contagem 
percentual de células com imunomarcação positiva em cinco campos, no aumento 
de 400X, utilizando o programa Image J. Os resultados foram obtidos e comparados 
entre grupos por meio dos testes t de Student e ANOVA multifatorial seguido do pós-
teste de Bonferroni, tomando como base os níveis de significância de 5%. 
Resultados: a avaliação imuno-histoquímica evidenciou marcação positiva em todos 
os casos da amostra (100% dos casos). No grupo de DEO, observou-se que 
77,6±16.0 das células epiteliais exibiam imunoexpressão positiva para CD133 e, no 
grupo de CEO, verificou-se que 82.6±7.2 das células epiteliais exibiam 
imunoexpressão positiva para CD133; contudo, não houve diferença 
estatisticamente significativa entre os grupos estudados (p=0.283). Ademais, 
observou-se que, com relação a sexo, localização anatômica e grau de displasia, a 
marcação positiva ocorreu da seguinte forma: sexo masculino (DEO: 76.4±10.9 e 
CEO: 82.9±6.3) (p=0.526) e feminino (DEO: 78.0±17.9 e CEO: 82.1±8.9) (p=0.588); 
língua (DEO:  69.6±23.2 e CEO: 83.5±9.3) (p=0.217), mucosa jugal (DEO: 84.8±14.7 
e CEO: 79.0±5.7) (p=0.618) e palato (DEO: 74.5±6.7 e CEO: 86.8±10.3); DEO leve 
(78.0±18.4), DEO moderada (72.7±11.4) e DEO severa (80.1±1.8) (p=0.899). 
Todavia, não houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos 
estudados. Conclusão: sugere-se que a presença dessa subpopulação celular pode 
não ser imprescindível para a determinação do fenótipo maligno. 

 

Palavras-chave: Carcinoma de Células Escamosas. Lesões Pré-Cancerosas. 
Neoplasias Bucais. 
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ABSTRACT 
 

Introduction: Cancer stem cells are a subpopulation of neoplastic cells, which have 
properties phenotypic differentiation, cell renewal and proliferation similar to normal 
stem cells are responsible for tumor support. Objective: To investigate the 
immunoreactivity of CD133, a marker of cancer stem cells in oral epithelial dysplasia 
and oral squamous cell carcinoma. Methods: 15 cases were selected as CEO and 
15 cases of DEO, being held by immunohistochemistry by the streptavidin-biotin 
technique, using anti-CD133 antibody (GTX60471, GeneTex®, San Antonio, TX, 
USA) with dilution of 1: 650 and antigen retrieval with citrate pH 6. the quantitative 
analysis was performed using the percentage of cells with positive immunostaining 
count in 5 fields at 400X magnification using the Image program J. the results were 
obtained and compared between groups through the Student t test and ANOVA 
followed by Bonferroni multifactorial post-test, based on the levels of significance of 
5%. Results: Immunohistochemical evaluation showed positive staining in all cases 
the sample (100% of cases). In DEO group, it was observed that 77.6 ± 16.0 
epithelial cells exhibited positive immunostaining for CD133 and CEO group was 
found that 82.6 ± 7.2 epithelial cells exhibited positive immunostaining for CD133; 
however, there was no statistically significant difference between groups (p = 0.283). 
Moreover, it was observed that, with respect to gender, anatomical location and 
degree of dysplasia, the positive staining was as follows: male (DEO: 76.4 ± 10.9 and 
CEO: 82.9 ± 6.3) (p = 0.526) and female ( DEO: 78.0 ± 17.9 and CEO: 82.1 ± 8.9) (p 
= 0588); tongue (DEO: 69.6 ± 23.2 and CEO: 83.5 ± 9.3) (p = 0.217), buccal mucosa 
(DEO: 84.8 ± 14.7 and CEO: 79.0 ± 5.7) (p = 0.618) and palate (DEO: 74.5 ± 6.7 and 
CEO : 86.8 ± 10.3); mild DEO (78.0 ± 18.4), moderate DEO (72.7 ± 11.4) and DEO 
severe (80.1 ± 1.8) (p = 0899). However, there was no statistically significant 
difference between groups. Conclusion: it is suggested that the presence of this cell 
subpopulation may not be essential for determining the malignant phenotype. 
 
Keywords: Squamous cell carcinoma. Precancerous conditions. Mouth Neoplasms.  
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

O câncer tem sido alvo de estudos e investigações científicas dentro da 

Patologia oral por ser importante causa de morbidade e mortalidade em todo o 

mundo, apesar da distribuição geográfica ser variável nos continentes. É 

considerado a segunda maior causa de morte no mundo, atrás de mortalidades 

relacionadas a doenças coronarianas; por isso, os fatores relacionados ao câncer 

apresentam grande relevância em pesquisas científicas (SCULLY, 2005; RHODUS 

et al., 2014). Os cânceres orais continuam sendo uma doença letal em mais de 50% 

dos casos diagnosticados anualmente e, em grande parte, isso se deve ao fato da 

maioria dos casos serem diagnosticados em estágios avançados da doença 

(WARNAKULASURIYA, 2009).  

 O Carcinoma Epidermoide Oral (CEO) apresenta-se como a forma mais 

prevalente do câncer de boca, representando aproximadamente 90% das neoplasias 

malignas em cavidade oral e orofaringe (SCULLY, 2005; SYRJÄNEN, 2005; 

RHODUS et al, 2014). Apesar dos grandes avanços e descobertas, o prognóstico 

desse tipo de câncer ainda é pobre, com taxa de sobrevida estimada em 56% em 

cinco anos (KADEMANI et al., 2005), fato que tem encorajado pesquisas adicionais 

sobre fatores que possam modificar a evolução do câncer de boca (MASSANO et 

al.,  2006).  

O CEO acomete principalmente o sexo masculino em uma proporção de 2:1, 

sendo que essa proporção está declinando (COSTA et al., 2005; REGEZI; 

SCIUBBA; JORDAN, 2008; AYALA et al., 2010). A maioria dos casos ocorre na faixa 

etária acima dos 40 anos, sendo as regiões de língua e lábio inferior os principais 

sítios de localização (COSTA et al, 2005; NEVILLE et al., 2009; AYALA et al., 2010). 

Os sintomas podem variar, dependendo do sítio primário de acometimento e podem 

incluir dor na orofaringe inespecífica, disfagia e odinofagia (HADDAD et al., 2008).  

Múltiplos fatores de risco estão envolvidos para o desenvolvimento do 

carcinoma epidermoide oral. Não há um agente ou fator causador isolado, 

claramente definido ou aceito, mas tanto fatores extrínsecos quanto intrínsecos 

podem estar associados. Fatores intrínsecos como alterações genéticas, 

deficiências nutricionais e imunossupressão; e fatores extrínsecos como raios 

solares, fumo, álcool e alguns vírus, dentre estes o Papilomavirus Humano(HPV), 
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têm sido apontados como possíveis agentes etiológicos, (UOBE et al., 2001; 

IAMAROON et al., 2004; SCULLY, 2005; BODNER et al, 2013).  

Os três maiores estímulos carcinogênicos, dentre esses os agentes químicos 

(fumo e álcool), físicos (radiação) e infecciosos (vírus oncogênicos) podem alterar a 

estrutura dos genes por produzirem 13 mutações de ponto, deleção ou inserção, 

promovendo, por conseguinte, múltiplas alterações no genoma. O acúmulo dessas 

alterações genéticas, incluindo ativação ou supressão de oncogenes e genes 

supressores tumorais, leva ao desequilíbrio no ciclo celular gerando danos ao DNA 

celular e a perda do controle do ciclo de divisão da célula, favorecendo uma 

instabilidade genética (NAGPAL; DAS, 2003). 

O prognóstico do câncer de boca no Brasil é considerado ruim. Embora a 

cavidade oral seja facilmente acessível à exploração, o que torna mais fácil a 

detecção de lesões incipientes, o diagnóstico do câncer oral, em estágio 

assintomático, é incomum (INCA, 2014). 

As lesões potencialmente malignas (LPM) são lesões que podem preceder ao 

desenvolvimento do câncer. A OMS (Organização Mundial de Saúde) recomenda 

que o termo lesão potencialmente maligna seja preferível para denominar as lesões 

pré-cancerígenas ou pré-malignas, pois não obrigatoriamente essas lesões se 

transformam em câncer (BARNES et al., 2005). As lesões potencialmente malignas 

são definidas como lesões que têm maior probabilidade de evoluir para o câncer. O 

tecido epitelial acometido pode apresentar alterações morfológicas, caracterizando a 

displasia, o qual demonstra maior potencial de sofrer alteração maligna para 

carcinoma epidermoide, quando comparado com o tecido epitelial normal 

(WARNAKULASURIYA et al., 2007; SILVEIRA et al., 2009). 

Leucoplasia, eritroplasia, eritroleucoplasia e queilite actínica são as principais 

lesões potencialmente malignas envolvidas no surgimento de lesões malignas 

intraorais (BARNES et al., 2005; WARNAKULASURIYA et al., 2007). Quando o 

desfecho de um grande número de lesões potencialmente malignas é revisto, a 

frequência de transformação em lesão maligna é maior do que o risco associado a 

uma mucosa normal ou não alterada, ressaltando a importância do diagnóstico 

precoce dessas lesões para o correto tratamento e acompanhamento dessas 

patologias (WARNAKULASURIYA et al., 2008). 

LPMs podem apresentar alterações morfológicas e citológicas que 

caracterizam um quadro histopatológico de displasia epitelial oral (DEO), que 



16 
 

demonstra um maior potencial de transformação maligna para CEO quando 

comparada ao tecido epitelial normal (WARNAKULASURIYA et al., 2007; SILVEIRA 

et al., 2009). Individualmente, essas células podem exibir atipias, tais como: 

pleomorfismo celular, aumento da relação núcleo/citoplasma, hipercromatismo 

nuclear, dentre outras (SCULLY, 2005). Assim, o diagnóstico histopatológico de 

DEO é considerado um importante indicativo de transformação para CEO (BARNES 

et al., 2005; BRENNAN et al., 2007; WARNAKULASURIYA et al., 2007).  

Estudos recentes evidenciam novos achados sobre câncer de cabeça e 

pescoço, conduzindo a uma melhor compreensão das características biológicas 

desses tumores, bem como fornecendo mais opções de tratamento como novos 

agentes terapêuticos dirigidos contra múltiplos alvos moleculares (HADDAD et al., 

2008).  

Atualmente é reconhecido que vários tumores sólidos, incluindo o CEO, são 

bastante heterogêneos, principalmente devido as mutações que ocorrem, tanto por 

conta da instabilidade genética como dos fatores ambientais associados. Algumas 

subpopulações de células podem exercer papel importante no processo de 

carcinogênse, como as células-tronco cancerígenas (MARGARITESCU et al., 2011).  

 

1.1 Células-Tronco Cancerígenas na Carcinogênese 

 

Células-tronco cancerígenas (CSCs) compreendem uma pequena população 

de células neoplásicas que apresentam propriedades pluripotentes das células-

tronco. CSCs podem ser dependentes do Fator Indutor de Hipóxia (HIF) para a 

sobrevivência, renovação celular e crescimento tumoral (HEDDLESTON et al., 2010; 

ZHANG et al., 2012). Essas células-tronco de auto-renovação estão diretamente 

associadas à manutenção tumoral, dando origem à proliferação e diferenciação 

celular, tendo sido descritas como as células diferenciadas que são responsáveis 

por grande parte da heterogeneidade celular vista nos cânceres (BURKERT et al., 

2006; ZHANG et al., 2012; KAUR et al., 2014).  

Hipóxia é um evento comum em muitos cânceres. Isso contribui para a 

progressão tumoral local e a distância. Evidências experimentais recentes têm 

expandido o papel da hipóxia no câncer, demonstrando diferentes respostas à 

hipóxia entre subpopulação heterogênea de células dentro do tumor. Dentre essas, 

as CSCs possuem muitas similaridades fenotípicas com as células-tronco normais, 
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tais como habilidade de aumentar a regulação de quinases de reparo do DNA para 

evadir do dano genômico causado pela radiação (BAO et al., 2006) e resistência aos 

tratamentos convencionais. Embora um tanto controversa, a hipóxia tem sido 

relacionada cada vez mais ao fenótipo das CSCs. O papel dos HIFs nessas células 

tem se tornado um foco importante para entendimento do crescimento e 

sobrevivência tumoral (HILL et al., 2009; ROUTRAY et al., 2014). 

A identificação das CSCs isoladas pode ser através de alguns marcadores de 

superfície, como: CD133, CD44 e CD24. CD44 caracteriza-se como uma 

glicoproteína de superfície celular envolvida nas interações celulares, migração e 

adesão celular. Além disso, é um receptor para o ácido hialurônico, ativando uma 

variedade de receptores tirosina-quinases em vários tipos de cânceres; essa 

glicoproteína também desempenha um papel importante na invasão e metástase de 

uma variedade de células tumorais (MARGARITESCU et al., 2011; SATPUTE et al., 

2013).  

CD24 representa uma molécula de adesão expressa por linfócitos B e 

neutrófilos.  Alguns autores têm sugerido que a expressão citoplasmática desse 

marcador está associada a diferentes tipos de cânceres, como o adenocarcinoma de 

cólon, estômago, bexiga e ovário; não há evidências de correlação entre a 

expressão de CD24 e câncer nas regiões de cabeça e pescoço (LIM et al., 2005; 

SATPUTE et al., 2013). 

CD133, também denominado prominina – 1, é uma glicoproteína localizada 

na superfície das CSCs, é considerado o mais importante marcador dessas células 

em casos de câncer de próstata, cérebro, pulmão, fígado, rins, ovário e pele. 

Também é utilizado como marcador de prognóstico em casos de câncer de mama, 

reto, estômago e pâncreas (OKAMOTO et al., 2013). Novas evidências mostram que 

CD133 constitui-se em um marcador para CSCs que pode estar presente em vários 

tumores, como no estudo de Mizrak e colaboradores (2008), em tumores de 

próstata, podendo ser expresso isoladamente ou em combinação com CD44+ e 

α2β1 em células tumorais, independente do grau de diferenciação e metástases. 

(MIZRAK et al., 2008). 

Alguns trabalhos, como o de Sun et al., 2012 evidenciaram que um aumento 

na expressão de CD133 pode estar correlacionado a metástase e a graus de 

diferenciação em carcinoma de células claras renais 
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2 PROPOSIÇÃO  

 

a. Objetivo Geral 

 

Investigar a expressão das células-tronco cancerígenas por meio da 

imunomarcação com CD133, em displasias epiteliais orais e carcinomas 

epidermoides orais. 

 

b. Objetivos Específicos 

 

 Analisar a presença de células-tronco cancerígenas, por meio de 

imunomarcação com CD133, nos casos de carcinomas epidermoides orais; 

 Analisar a presença de células-tronco cancerígenas, por meio da 

imunomarcação com CD133, nos casos de displasias epiteliais orais; 

 Comparar a imunoexpressão das células-tronco cancerígenas entre os casos 

de displasias epiteliais orais e carcinomas epidermoides orais; 

          Correlacionar a imunoexpressão de CD133 com sexo e localização 

anatômica; 

 Correlacionar a imunoexpressão de CD133 com classificação histopatológica 

(leve, moderada e severa) das displasias epiteliais. 
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3 CAPÍTULO 

 

Esta dissertação está baseada no artigo 46 do Regimento Interno do 

Programa de Pós-Graduação em Odontologia da Universidade Federal do Ceará, 

que regulamenta o formato alternativo para dissertações de Mestrado e teses de 

Doutorado e permite a inserção de artigos científicos de autoria ou coautoria do 

candidato (Anexo A). 

O projeto de pesquisa foi submetido à apreciação pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da Universidade Federal do Ceará/PROPESQ do Departamento de 

Medicina Clínica da Universidade Federal do Ceará, sob o número do parecer 

137.019, sendo aprovado em 01/12/12, sob o CAAE: 06720312.3.0000.5054 (Anexo 

B). 

Foram utilizados fichas de requisição de biópsias, laudos histopatológicos e 

espécimes teciduais emblocados em parafina, armazenados nos arquivos do 

Laboratório de Patologia Bucal da UFC, através da assinatura do Termo de Fiel 

Depositário (Anexo C) 

 Assim sendo, esta dissertação é composta por um capítulo contendo um 

artigo científico que será submetido para a publicação no periódico “Archives of 

Oral Biology”, conforme descrito abaixo: (Anexo D) 

 

Immunohistochemistry expression of CD133 in oral epithelial dysplasia and 

oral squamous cell carcinoma 

 

Luna ECM, Pereira KMA 
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3.1 CAPÍTULO 1: Expressão imuno-histoquímica de CD133 em displasias 

epiteliais orais e carcinomas epidermoides orais. Este artigo seguiu as normas 

de publicação do Periódico Archives of Oral Biology (ISSN: 0003-9969).              
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RESUMO 

 

OBJETIVO: investigar a imunoexpressão de CD133, marcador de células-tronco 
cancerígenas, em displasias epiteliais e em carcinomas epidermoides orais. 
MATERIAL E MÉTODO: a amostra foi constituída de 15 casos de CEO e 15 casos 
de DEO, sendo realizada a imuno-histoquímica com o anticorpo anti-CD133 
(GTX60471, GeneTex®, diluição1:650 e recuperação antigênica com citrato PH 6). A 
análise quantitativa foi realizada por meio da contagem percentual de células 
imunomarcadas em cinco campos, no aumento de 400X, utilizando o programa 
Image J. Os resultados obtidos foram comparados por meio dos testes t de Student 
e ANOVA multifatorial seguido do pós-teste de Bonferroni, tomando como base os 
níveis de significância de 5%. RESULTADO: evidenciou marcação positiva em todos 
os casos da amostra (100% dos casos). No grupo de DEO, observou-se que 
77,6±16.0 das células epiteliais exibiam imunoexpressão para CD133, enquanto no 
grupo de CEO verificou imunomarcação de 82.6±7.2 das células epiteliais; contudo, 
não houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos estudados 
(p=0.283). Ademais, observou-se que, com relação a sexo, localização anatômica e 
grau de displasia, a imunoexpressão: sexo masculino (DEO: 76.4±10.9 e CEO: 
82.9±6.3) (p=0.526) e feminino (DEO: 78.0±17.9 e CEO: 82.1±8.9) (p=0.588); língua 
(DEO:  69.6±23.2 e CEO: 83.5±9.3) (p=0.217), mucosa jugal (DEO: 84.8±14.7 e 
CEO: 79.0±5.7) (p=0.618) e palato (DEO: 74.5±6.7 e CEO: 86.8±10.3); DEO leve 
(78.0±18.4), DEO moderada (72.7±11.4) e DEO severa (80.1±1.8 ) (p=0.899). 
Todavia, não houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos 
estudados. CONCLUSÃO: sugere-se que a presença dessa subpopulação celular 
pode não ser imprescindível para a determinação do fenótipo maligno. 

 

Palavras-chave: Lesões Pré-Cancerosas. Carcinoma de Células Escamosas. 
Neoplasias Bucais. 
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INTRODUÇÃO 

 

Os cânceres orais representam um importante problema de saúde. De acordo 

com o Instituto Nacional do Câncer do Brasil, em previsão para o ano de 2014, 

estima-se para o câncer de boca um número de 15.290 novos casos por 100 mil 

habitantes no Brasil, sendo 11.280 homens e 4.010 mulheres. . Essa incidência do 

câncer bucal representa 2,6% de todos os cânceres registrados no Brasil, sendo 

uma das mais altas do mundo e de importante expressividade na América Latina1 

Dentre as neoplasias malignas da cavidade oral, o Carcinoma Epidermoide 

Oral (CEO) é a forma mais comum, perfazendo mais de 90% dos casos dessas 

malignidades2-3. Alguns CEOs têm sido documentados em associação ou 

precedidos por uma lesão potencialmente maligna, como a Displasia Epitelial Oral 

(DEO). O prognóstico desse carcinoma ainda é pobre, principalmente se descoberto 

em estágios mais avançados4. Leucoplasia, eritroplasia, eritroleucoplasia e a queilite 

actínica são as principais desordens envolvidas no surgimento de lesões malignas 

intraorais. A DEO é uma lesão potencialmente maligna, cuja combinação de 

alterações citológicas e anormalidades arquiteturais teciduais compreendem os 

critérios histopatológicos para o seu diagnóstico. Essa lesão demonstra maior 

potencial de sofrer transformação maligna para o carcinoma epidermoide, quando 

comparada com o tecido epitelial normal5-6   

 A carcinogênese oral é um processo complexo e vários genes podem estar 

alterados. As alterações genéticas produzem proteínas alteradas que podem exercer 

efeito importante nas neoplasias malignas; destacam-se, mais recentemente, as 

proteínas do metabolismo celular e microambiente tumoral7. Evidências 

experimentais recentes têm elucidado o papel da hipóxia na carcinogênese e na 

progressão tumoral, sendo observadas, em vários tumores, diferentes respostas à 

baixa concentração de oxigênio entre uma subpopulação heterogênea de células 

dentro do tumor, identificadas de Células-Tronco Cancerígenas (CSCs). Tais células 

apresentam propriedades fenotípicas de diferenciação, renovação celular e 

proliferação semelhantes às células-tronco normais, sendo responsáveis pela 

manutenção tumoral 8-9 . Observam-se, em estudos recentes com cânceres gástricos 

e renais, que a hipóxia tem se tornado cada vez mais relacionada ao fenótipo das 

CSCs10-11, sendo essa subpopulação de células também identificada em culturas de 

carcinomas de células escamosas de cabeça e pescoço9,12.  As CSCs são 
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identificadas por alguns marcadores de superfície, dentre eles o CD133, também 

denominado de Prominina-1, que consiste em uma glicoproteína transmembrana 

que pode ser utilizada como um marcador de células-tronco cancerígenas de vários 

tecidos e neoplasias, estando correlacionado com a diferenciação de células 

cancerígenas8,12-15. 

 Considerando o papel das Células-Tronco Cancerígenas (CSCs) na 

manutenção tumoral e a escassez de estudos utilizando esses marcadores para os 

eventos biológicos em displasias epiteliais e carcinoma epidermoide oral, o propósito 

deste estudo é analisar a imunoexpressão de CD133 em casos de DEO e CEO, 

procurando contribuir no estudo de carcinogênese oral, além de buscar possíveis 

marcadores de prognóstico para essa neoplasia, que influenciará na sobrevida dos 

pacientes acometidos pelo câncer de boca. 

 

MATERIAL E MÉTODO 

 

IMPLICAÇÕES ÉTICAS 

 

 A Presente pesquisa obteve o parecer favorável do Comitê de Ética em 

Pesquisa da Universidade Federal do Ceará/PROPESQ do Departamento de 

Medicina Clínica da Universidade Federal do Ceará, sob o número do parecer 

137.019, sendo aprovado em 01/11/12 sob o CAAE: 06720312.3.0000.5054. 

 

DELINEAMENTO DO ESTUDO 

 

O presente trabalho consistiu em um estudo retrospectivo, analítico e 

transversal, por meio do diagnóstico e análise imuno-histoquímica de lesões 

malignas e potencialmente malignas. A população do estudo envolveu todos os 

espécimes cirúrgicos oriundos de lesões malignas (carcinomas epidermoides orais) 

e potencialmente malignas (que apresentavam graus histopatológicos de displasias 

epiteliais) de pacientes atendidos no Ambulatório de Estomatologia/Métodos de 

Diagnóstico da Universidade Federal do Ceará - Campus Sobral, no período de 

outubro de 2013 a outubro de 2014. 
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Foram incluídos casos biopsiados com diagnóstico histopatológico de CEO e 

DEO, cujos espécimes possuíam quantidade suficiente de material disponível nos 

blocos de parafina para análises morfológica e imuno-histoquímica. Foram excluídos 

da amostra os casos que apresentaram quantidade insuficiente de material 

emblocado em parafina para estudo morfológico e amostras com material 

insuficiente para realização da análise imuno-histoquímica. Os casos em que os 

pacientes não permitiram a realização da pesquisa, bem como pacientes sem 

autorização do responsável, também não foram incluídos na pesquisa.  

Para o presente trabalho, foram selecionados casos obtidos de biópsias 

realizadas na Clínica de Métodos de Diagnóstico e Ambulatório de Estomatologia da 

Universidade Federal do Ceará - Campus Sobral/CE e Clínica de Estomatologia da 

Universidade Federal do Ceará – Campus Fortaleza, sendo 15 casos de Carcinoma 

Epidermoide Oral e 15 casos de Displasias Epiteliais Orais, após confirmação 

histopatológica do diagnóstico dessas lesões. 

 

ANÁLISE IMUNO-HISTOQUÍMICA 

 

Os espécimes referentes aos casos selecionados foram fixados em formol a 

10% e posteriormente emblocados em parafina, sendo submetidos a cortes de 5 μm 

(micrômetros) de espessura. Para imuno-histoquímica, os espécimes com cortes de 

5 μm de espessura foram montados em lâminas de vidro previamente preparadas 

com adesivo à base de organosilano (3- aminopropyltriethoxi-silano, Sigma 

Chemical Co®, St Louis, MO, USA). Os cortes foram submetidos ao anticorpo anti-

CD133, pela técnica imuno-histoquímica da estreptoavidina-biotina (Labeled 

StreptAvidin Biotin – LSAB). Esta técnica consistiu resumidamente nos seguintes 

passos: as secções passaram por dois banhos em xilol, durante dez minutos cada. 

Em seguida, foram imersas em três passagens de álcool absoluto, sendo 

posteriormente lavadas em água corrente e, logo após, uma passagem em água 

destilada. 

A recuperação antigênica foi realizada com citrato em pH 6,0, durante 30 

minutos a 99ºC. Após retornar à temperatura ambiente, as secções foram imersas 

em solução de bloqueio de peróxido de hidrogênio a 3%, durante 10 minutos. Em 

seguida, foram incubadas com o anticorpo monoclonal anti-CD133- (GTX60471, 

GeneTex®, San Antonio, TX, USA), por 90 minutos, à Temperatura Ambiente (TA), 
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na diluição de 1:650 e, posteriormente, lavadas com solução de tampão fosfato-

salino, PBS (phosphate buffered saline). 

As amostras foram incubadas com o anticorpo secundário LSAB Kit (DAKO®, 

Carpinteria, CA, USA), por 10 minutos à temperatura ambiente. Em seguida, foi feita 

a incubação em solução cromógena preparada com DAB, durante 10 minutos, 

lavadas em água corrente e, em seguida, com água destilada. A contra coloração foi 

realizada com hematoxilina e, depois, foram desidratadas em álcool e diafanizadas 

em xilol. 

Por fim, realizou-se a montagem em lâminas de vidro, as quais foram 

examinadas em microscópio óptico NIKON® Eclipse E200. Como controle positivo, 

utilizou-se CA de mama e, paralelamente às secções incubadas, foi realizado o 

controle negativo, excluindo-se a aplicação do anticorpo primário. O parâmetro de 

positividade da marcação imuno-histoquímica do antígeno em todos os espécimes 

incluídos na amostra consistiu nas células que exibiram coloração acastanhada nas 

regiões de membrana e citoplasma, independentemente da intensidade da 

imunomarcação. Foram selecionados cinco campos no aumento de 400x, 

visualizando-se através do microscópio óptico supracitado e fotografado em câmera 

digital SONY® Cyber-shot 7.2 mega pixels em máxima resolução. 

 

ANÁLISE QUANTITATIVA 

 

A análise quantitativa da expressão da glicoproteína CD133 foi realizada por 

meio da contagem do número, em valores absolutos, tanto das células 

imunomarcadas como das células totais por campo, por dois observadores, em 

momentos distintos, através do programa Image J (Image and Processing Analysis 

in Java – Rasband, W.S., ImageJ, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, 

USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/, 1997-2004). 

 

ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados categóricos (sexo) foram analisados por meio do teste Exato de 

Fisher e os dados quantitativos foram submetidos ao teste de normalidade de 

Kolmogorov-Smirnov, expressos em forma de média ± erro-padrão da média (dados 
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paramétricos) e comparados entre grupos por meio dos testes t de Student e 

ANOVA multifatorial seguido do pós-teste de Bonferroni. 

Adotou-se índice de significância p< 0.05 para todas as avaliações, realizadas 

no software GraphPad Prism versão 5.0 para Windows®. 

 

RESULTADOS 

 

A amostra foi constituída de 30 casos, sendo 15 amostras de DEO e 15 de 

CEO. Foi realizada a caracterização clínica (perfil clínico) da amostra estudada. Dos 

15 casos de CEO, evidenciou-se que o sexo masculino foi o mais acometido, 

perfazendo uma média de 60% dos casos. A faixa etária se estendeu entre 33 e 83 

anos, como média de idade de 50,8 anos, sendo mais prevalentes as quarta e quinta 

décadas de vida com 66,6% dos casos. A região da língua foi o sítio anatômico mais 

prevalente, acometendo aproximadamente 40% dos casos. Já a análise 

epidemiológica realizada nos 15 casos de DEO selecionados para a pesquisa 

mostrou que o sexo feminino foi o mais prevalente, com uma porcentagem de 73,3% 

dos casos. A faixa etária de acometimento se estendeu entre 17 e 85 anos, sendo 

mais afetada a sétima década de vida, com 33,3% dos casos. A região de mucosa 

jugal foi o sítio de acometimento mais frequente, correspondendo a cerca de 33,3% 

dos casos analisados. 

Com relação ao perfil de imunomarcação, observou-se expressão positiva de 

CD133 em todos os casos da amostra (100% dos casos). No grupo de CEO, 

observou-se que 82.6±7.2 das células epiteliais exibiam imunoexpressão de CD133 

e, no grupo de DEO, 77.6±16.0 das células epiteliais exibiam imunomarcação 

positiva de CD133. Contudo, não houve diferença estatisticamente significativa entre 

os grupos estudados (p=0.283) (figura 1).  

O percentual de imunomarcação para CD133 em relação ao sexo mostrou os 

seguintes resultados: sexo masculino (DEO 76.4±10.9 e CEO 82.9±6.3) e sexo 

feminino (DEO: 78.0±17.9 e CEO 82.1±8.9) (figura 2), dados estes que não 

demonstram diferença significante na variável estudada. Com relação ao grau de 

displasia, pôde-se observar que 78.0±18.4 das células epiteliais mostraram 

imunomarcação positiva em casos de displasia leve, enquanto 72.7±11.4 e 80.1±1.8 
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mostraram marcação positiva em casos de displasia moderada e severa, 

respectivamente, sem diferença estatisticamente significante entre os três grupos 

(p=0,899) (figura 3). 

No que diz respeito à localização anatômica, o percentual de imunomarcação 

para CD133 não mostrou nenhuma associação em relação aos diferentes sítios: 

língua (DEO: 69.6±23.2 e CEO: 83.5±9.3) (p=0.217), mucosa jugal (DEO: 84.8±14.7 

e CEO: 79.0±5.7) (p=0.618) e palato (DEO: 74.5±6.7 e CEO: 86.8±10.3) (p=0.193) 

(figura 4). 

 

DISCUSSÃO 

 

O Carcinoma Epidermoide Oral (CEO) constitui-se como a forma mais 

prevalente do câncer na cavidade oral, representando aproximadamente 90% de 

todas as neoplasias malignas bucais16. As lesões potencialmente malignas são 

lesões que podem preceder ao desenvolvimento do câncer 6,17. 

A presente pesquisa foi constituída por 30 casos, sendo 15 de CEO e 15 de 

DEO. No grupo do CEO, verificamos uma maior prevalência dos casos no sexo 

masculino, resultado semelhante ao estudo de Udeabor et al.,(2012) que apontou 

uma maior prevalência de casos de CEO em pacientes do sexo masculino (733) em 

relação ao sexo feminino (244). A faixa etária mais acometida com casos de CEO foi 

a dos pacientes entre a quarta e a quinta décadas de vida, divergindo dos trabalhos 

de Udeabor et al., (2012) e Rikardsen et al., (2014). Com relação à localização 

anatômica, este trabalho verificou que a língua foi o sítio mais prevalente, 

corroborando com os achados de Ravindran et al., (2011), nos quais 34,6% dos 

casos estavam presentes nessa região, e Bodner et al.(2013), que analisaram 186 

CEO e encontraram a língua como a principal localização topográfica dessa lesão. 

Com relação ao grupo de DEO, no que se refere ao sexo, esse estudo 

constatou que 73,3% dos casos eram de pacientes do sexo feminino, em 

concordância com os achados de Starzynska et al., (2013) e Foy et al., (2013). Com 

relação à faixa etária mais acometida, a presente pesquisa constatou que a sétima 

década de vida foi a mais afetada, condizente com os achados de Starzynska et al., 

(2013), que encontraram 63,2% dos pacientes inseridos entre a sexta e a sétima 

década de vida. No presente estudo, verificou-se que o sítio de localização mais 

frequente para DEO foi a região de mucosa jugal, corroborando com os trabalhos de 
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Mortazavi et al., 2013 e Starzynska et al., 2013, que verificaram que 52,2% dos 

casos pesquisados localizavam-se nessa região topográfica. 

Evidências experimentais recentes têm expandido o papel do microambiente 

tumoral no câncer, demonstrando diferentes respostas à baixa concentração de 

oxigênio entre uma subpopulação heterogênea de células dentro do tumor, 

identificadas de Células-Tronco Cancerígenas (CSCs). Essas Células-tronco 

Cancerígenas (CSCs) possuem muitas similaridades fenotípicas com as células-

tronco pluripotentes, sendo responsáveis pela sustentação tumoral8,25-26. 

As CSCs podem ser detectadas por meio de diferentes marcadores; dentre 

eles, pode-se destacar o CD133, que se caracteriza como uma glicoproteína 

transmembrana com peso molecular de aproximadamente 120Kda, inicialmente 

considerada como um marcador de células-tronco hematopoiéticas20. Atualmente, 

CD133 pode ser considerado como um marcador de vários tumores sólidos, como 

câncer de mama, câncer gástrico, câncer de pulmão, câncer de fígado, câncer de 

próstata e câncer de pâncreas27-28. 

Li et al. (2014) avaliaram a imunoexpressão de ABCG2, CD133 e podoplanina 

em casos de carcinoma adenoide cístico (n=25) e observaram marcação positiva em 

100% dos casos para CD133, achado semelhante ao do presente estudo, contudo, 

divergindo dos estudos de Mizugaki et al. (2013), que encontraram marcação 

positiva em 77% da amostra de casos de carcinoma de células escamosas de 

pulmão, e os de Yu et al. (2014),  nos quais a imunoexpressão de CD133 em casos 

de carcinoma de células escamosas de laringe foi de 49,6% da amostra. 

Kim et al. (2011) pesquisaram a imunomarcação de CD133 em 140 casos de 

carcinoma de células claras renais; dentre estes, 100 (71,4%) eram de pacientes do 

sexo masculino e 40 (28,6%) do sexo feminino. Os referidos autores observaram 

diferença significante de marcação com relação à variável sexo, sendo que a 

porcentagem de marcação no sexo masculino foi de 16,4% e do sexo feminino foi de 

0,5% (p=0.001). Esta pesquisa corrobora com os achados de Hashimoto et al. 

(2013) que, avaliando a expressão de CD133 em câncer gástrico, também 

encontraram diferença significante com relação à variável sexo (p=0.004). 

Entretanto, esses estudos diferem de Ravindran et al.,(2011), que não encontraram 

diferença na imunomarcação do CD133 entre os sexos em casos de CEO (p=0.12) e 

de Yu et al. (2014), que avaliaram a expressão dessa proteína em casos de 

carcinoma de células escamosas de laringe (p>0.05). Congruente com esses 



29 
 

autores, a presente pesquisa não verificou diferença significante com relação ao 

sexo (p=0.588), suscitando que o sexo do paciente possivelmente não influencia na 

presença das CSCs. 

Yu et al. (2014) realizaram um estudo imuno-histoquímico com CD133 e 

KAI1/CD82 (marcador de metástase e de vários tipos de cânceres) e observaram 

diferença significativa entre a marcação no tecido normal de laringe (4,8% dos 

casos) e no carcinoma de células escamosas de laringe (49,4%). Os autores 

sugerem que essas proteínas podem exercer um importante papel na evolução dos 

carcinomas de células escamosas de laringe, sendo o CD133 um possível marcador 

de prognóstico em casos para essas neoplasias malignas. 

No presente trabalho, não foi observada diferença significante na 

imunoexpressão de CD133 entre DEO e CEO, diferença que também não foi 

observada em relação aos diferentes graus de displasia. Esses achados divergem 

dos observados por Ravindran et al. (2011). Esses autores analisaram a expressão 

de CD133 e Musashina-1 em tecido oral normal, displasias epiteliais e carcinomas 

orais, encontrando um aumento gradual da expressão dessas proteínas do tecido 

oral normal para displasias e carcinomas epidermoides orais; no caso de CD133, as 

porcentagens de marcação foram as seguintes: tecido oral normal (2,3%), displasia 

leve-moderada (18,5%), displasia severa (29,7%) e carcinoma (38,5%). Ainda nesse 

estudo, não foi observada diferença significante entre os diferentes graus de 

displasia. Ademais, ressalta-se que mais estudos são necessários acerca do papel 

dessa glicoproteína  como marcador de prognóstico em casos de lesões malignas e 

potencialmente malignas orais. 

Com relação à imunomarcação nas diferentes regiões anatômicas da 

cavidade oral, este estudo não mostrou diferença de expressão de CD133 e seus 

respectivos sítios topográficos; também não foi detectado, na literatura, esse tipo de 

diferença significante, como no estudo de Ravindran et al. (2011), sugerindo que a 

expressão dessa proteína independe da localização da lesão na cavidade oral. 

Não obstante a escassez de referências na literatura pertinente, até os dias 

atuais, poucos são os trabalhos envolvendo esse marcador na carcinogênese oral. 

Por isso, torna-se difícil comparar os dados do presente trabalho com os da literatura 

nessas lesões, especificamente.  
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4  CONCLUSÃO 

 

 Como conclusão do nosso estudo, pode-se inferir que a presença da 

glicoproteína CD133 pode não ser imprescindível para a determinação do fenótipo 

maligno. 
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FIGURAS 

 

 

Figura 1: Percentual de Células Epiteliais Imunomarcadas por CD133: imunomarcação positiva 
em 77.6±16.0 das DEOs e em 82.6±7.2 dos CEOs (p=0.283) 
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Figura 2: Percentual de Células Epiteliais Imunomarcadas por CD133 por Sexo: Imunomarcação 
em sexo feminino (DEO: 78.0±17.9 e CEO: 82.1±8.9)(0.588) e em sexo masculino (DEO: 76.4±10.9 e 
CEO: 82.9±6.3)(p=0.526). 
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Figura 3: Percentual de Células Epiteliais Imunomarcadas por CD133 por Grau de Displasia: 
Imunomarcação positiva em 78.0±18.4 dos casos de DEO leve, 72.7±11.4 dos casos de DEO 
moderada e em 80.1±1.8 dos casos de DEO severa (p=0.899). 
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Figura 4: Percentual de Células Epiteliais Imunomarcadas por CD133 por localização 
topográfica. Língua (DEO: 69.6±23.2 e CEO: 83.5±9.3)(p-0.217), Palato (DEO: 74.5±6.7 e CEO: 
86.8±10.3)(p=0.193) e Mucosa Jugal (DEO: 84.8±14.7 e CEO: 79.0±5.7)(p=0.618). 

  

 



37 
 

 

 

 

Figura 5: Fotomicrografia de Carcinoma Epidermóide Oral evidenciando expressão          

membranar e citoplasmática de CD133  
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Figura 6: Fotomicrografia de Displasia Epitelial Oral evidenciando marcação membranar e 

citoplasmática de CD133. 
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4 CONCLUSÃO GERAL 

  

 Da avaliação dos resultados obtidos, pode-se concluir que: 

 

 Todos os casos analisados de CEO e DEO tiveram marcação (100% da 

amostra); 

 Não houve diferença significante na imunoexpressão de CD133 entre DEO e 

CEO; 

 O percentual de imunomarcação entre sexo, localização topográfica e grau de 

displasia não mostrou nenhuma associação. 
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Submission  
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your article details and uploading your files. The system converts your article files to 

a single PDF file used in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) 

are required to typeset your article for final publication. All correspondence, including 

notification of the Editor's decision and requests for revision, is sent by e-mail. 

 

Use of word processing software  

 

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. 

The text should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as 

possible. Most formatting codes will be removed and replaced on processing the 

article. In particular, do not use the word processor's options to justify text or to 

hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts, superscripts etc. 

When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each 

individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, 

to align columns. The electronic text should be prepared in a way very similar to that 

of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with 

Elsevier: http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that source files of figures, 

tables and text graphics will be required whether or not you embed your figures in the 

text. See also the section on Electronic artwork.  

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 

'grammar-check' functions of your word processor. 

Article structure 

Manuscript Structure  

Follow this order when typing manuscripts: Title, Authors, Affiliations, Abstract, 
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Keywords, Main text (Introduction, Materials & Methods, Results, Discussion for an 

original paper), Acknowledgments, Appendix, References, Figure Captions and then 

Tables. Do not import the Figures or Tables into your text. The corresponding author 

should be identified with an asterisk and footnote. All other footnotes (except for table 

footnotes) should be identified with superscript Arabic numbers. 

Introduction  

This should be a succinct statement of the problem investigated within the context of 

a brief review of the relevant literature. Literature directly relevant to any inferences 

or argument presented in the Discussion should in general be reserved for that 

section. The introduction may conclude with the reason for doing the work but should 

not state what was done nor the findings. 

Materials and Methods  

Enough detail must be given here so that another worker can repeat the procedures 

exactly. Where the materials and methods were exactly as in a previous paper, it is 

not necessary to repeat all the details but sufficient information must be given for the 

reader to comprehend what was done without having to consult the earlier work. 

Authors are requested to make plain that the conditions of animal and human 

experimentation are as outlined in the "Ethics" and "Studies on Animals" sections 

above 

Results or Findings  

These should be given clearly and concisely. Care should be taken to avoid drawing 

inferences that belong to the Discussion. Data may be presented in various forms 

such as histograms or tables but, in view of pressure on space, presentation of the 

same data in more than one form is unacceptable. 

Discussion  

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A 

combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive 

citations and discussion of published literature. 

Conclusions  

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, 
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systems. Avoid abbreviations and formulae where possible. 

• Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a 
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(where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a 

lower-case superscript letter immediately after the author's name and in front of the 

appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including the 

country name and, if available, the e-mail address of each author. 

• Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all 

stages of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that the e-mail 

address is given and that contact details are kept up to date by the 

corresponding author. 

• Present/permanent address. If an author has moved since the work described in 

the article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent 

address') may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which 

the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address. 

Superscript Arabic numerals are used for such footnotes. 

 

As titles frequently stand alone in indexes, bibliographic journals etc., and indexing of 

papers is, to an increasing extent, becoming computerized from key words in the 

titles, it is important that titles should be as concise and informative as possible. Thus 

the animal species to which the observations refer should always be given and it is 

desirable to indicate the type of method on which the observations are based, e.g. 

chemical, bacteriological, electron-microscopic, histochemical, etc. A "running title" of 

not more than 40 letters and spaces must also be supplied. A keyword index must be 

supplied for each paper. 

Structured abstract  

 

The paper should be prefaced by an abstract aimed at giving the entire paper in 
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miniature. Abstracts should be no longer than 250 words and should be structured as 

per the guidelines published in the Journal of the American Medical Association 

(JAMA 1995; 273: 27-34). In brief, the abstract should be divided into the following 

sections: (1) Objective; (2) Design - if clinical, to include setting, selection of patients, 

details on the intervention, outcome measures, etc.; if laboratory research, to include 

details on methods; (3) Results; (4) Conclusions. 

Highlights  

 

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet 

points that convey the core findings of the article and should be submitted in a 

separate editable file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the 

file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces, 

per bullet point). See http://www.elsevier.com/highlights for examples. 

Keywords  

 

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using British 

spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for 

example, 'and', 'of'). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly 

established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing 
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Abbreviations  
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those listed below, should be avoided if possible. Examples of abbreviations which 
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'streptococcal infection'. If the genus is specifically referred to use italics e.g. 

'organisms of the genus Staphylococcus'. For genus in plural, use lower case roman 

e.g. 'salmonellae'; plurals may be anglicized e.g.'salmonellas'. For trivial names, use 

lower case Roman e.g. 'meningococcus' 

Artwork 

Image manipulation  

Whilst it is accepted that authors sometimes need to manipulate images for clarity, 

manipulation for purposes of deception or fraud will be seen as scientific ethical 

abuse and will be dealt with accordingly. For graphical images, this journal is 

applying the following policy: no specific feature within an image may be enhanced, 

obscured, moved, removed, or introduced. Adjustments of brightness, contrast, or 

color balance are acceptable if and as long as they do not obscure or eliminate any 
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information present in the original. Nonlinear adjustments (e.g. changes to gamma 

settings) must be disclosed in the figure legend. 

Electronic artwork  

General points 

• Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.  

• Embed the used fonts if the application provides that option.  

• Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New 

Roman, Symbol, or use fonts that look similar.  

• Number the illustrations according to their sequence in the text.  

• Use a logical naming convention for your artwork files.  

• Provide captions to illustrations separately.  

• Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.  

• Submit each illustration as a separate file.  

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:  

http://www.elsevier.com/artworkinstructions  

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are 

given here. 

Formats 

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, 

PowerPoint, Excel) then please supply 'as is' in the native document format.  

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic 

artwork is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following 

formats (note the resolution requirements for line drawings, halftones, and 

line/halftone combinations given below):  

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.  

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 

300 dpi.  

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a 

minimum of 1000 dpi.  

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to 

a minimum of 500 dpi. 

Please do not:  

• Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these 

http://www.elsevier.com/artworkinstructions
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typically have a low number of pixels and limited set of colors;  

• Supply files that are too low in resolution;  

• Submit graphics that are disproportionately large for the content. 

Illustration services  

 

Elsevier's WebShop (http://webshop.elsevier.com/illustrationservices) offers 

Illustration Services to authors preparing to submit a manuscript but concerned about 

the quality of the images accompanying their article. Elsevier's expert illustrators can 

produce scientific, technical and medical-style images, as well as a full range of 

charts, tables and graphs. Image 'polishing' is also available, where our illustrators 

take your image(s) and improve them to a professional standard. Please visit the 

website to find out more. 

Tables  

 

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either 

next to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number 

tables consecutively in accordance with their appearance in the text and place any 

table notes below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the 

data presented in them do not duplicate results described elsewhere in the article. 

Please avoid using vertical rules. 

References  

 

All manuscripts should use the 'Vancouver' style for references, which should 

be numbered consecutively in the order in which they are first cited in the text 

and listed at the end of the paper. 

For journal references, all authors should be included when there are six or fewer 

(first six followed by 'et al.' when seven or more), followed by the title of article, name 

of journal abbreviated according to Index Medicus, or left in full, year, volume with 

part number in brackets, and first and last pages. For example: 

1. Walsh NP, Montague JC,Callow N and Rowlands AV. Saliva flow rate, total protein 

concentrationand osmolality as potential markers of whole body hydration 

http://webshop.elsevier.com/illustrationservices
http://www.nlm.nih.gov/
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statusduring progressive acute dehydration in humans. Arch Oral 

Biol2004;49(2):149-154. 

For book references, the author(s) should be followed by the chapter title (if 

appropriate), editor(s) (if applicable), book title, place of publication, publisher, year 

and page numbers. For example: 

Nanci A. Ten Cate's Oral Histology: Development, Structure and Function. 6th ed. St. 

Louis: Mosby; 2003. 

Papers in the course of publication should only be entered in the references if the 

paper has been accepted by a journal, and then given in the standard manner in the 

text and list of references but with the words "In press" following the name of the 

journal. 

Submission checklist  

 

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending 

it to the journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of 

any item.  

Ensure that the following items are present:  

One author has been designated as the corresponding author with contact details:  

• E-mail address  

• Full postal address  

All necessary files have been uploaded, and contain:  

• Keywords  

• All figure captions  

• All tables (including title, description, footnotes)  

Further considerations  

• Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'  

• References are in the correct format for this journal  

• All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa  

• Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources 

(including the Internet)  

Printed version of figures (if applicable) in color or black-and-white  

• Indicate clearly whether or not color or black-and-white in print is required.  
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• For reproduction in black-and-white, please supply black-and-white versions of the 

figures for printing purposes.  

For any further information please visit our customer support site 

at http://support.elsevier.com. 
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