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RESUMO 

 

O câncer representa uma doença de grande preocupação devido à sua alta incidência e elevada 

mortalidade, sendo, atualmente, considerado como a segunda maior causa de morte no 

mundo. Na cavidade oral, o carcinoma de células escamosas é a neoplasia maligna de maior 

prevalência. O tratamento desse tumor está diretamente relacionado ao seu estadiamento, 

porém, a cada dia, as pesquisas focam na descoberta de biomarcadores que possam auxiliar na 

determinação do prognóstico para essa neoplasia. Portanto, este estudo propõe avaliar a 

imuno-expressão de importantes marcadores inflamatórios, assim como a proteína de 

transcrição nuclear e marcador de proliferação celular, correlacionando-os com fatores 

prognósticos nos carcinomas de boca. Para isso, foi realizado um estudo retrospectivo com 

pacientes com Carcinomas de Células Escamosas em boca, no período de 2011 a 2016, no 

qual foram avaliados os prontuários para coleta de dados sociodemográficos e clínico-

patológicos, além da utilização das peças cirúrgicas dos mesmos para realização de imuno-

histoquímica, por meio de TMA para marcadores inflamatórios (TNF-α e COX-2), de 

transcrição (NF-кB) e proliferação celular (Ki67). A imuno-marcação foi avaliada de maneira 

qualitativa e quantitativa através do software ImageJ, e os dados foram correlacionados com 

os fatores prognósticos e sobrevida dos pacientes, obtida através da diferença entre a data de 

óbito e a data do início do tratamento realizado, expressa em meses. Observou-se que a 

imuno-expressão negativa e fraca de TNF-α em tumor primário influenciou, melhorando a 

sobrevida dos pacientes e que este marcador está associado positivamente de maneira 

significativa, à expressão moderada e intensa dos outros marcadores estudados tanto em 

tumor primário como em tecido perilesional e metástase linfonodal. Apesar de COX-2, NF-

кB e Ki67 não apresentarem, separadamente, relação com a melhora ou piora da sobrevida. 

 

Palavras-chave: Carcinoma de Células Escamosas, Inflamação, Prognóstico, Fator de 

Necrose Tumoral alfa, Sobrevida. 

  



 

 

ABSTRACT 

 

Cancer is a disease of great concern due to its high incidence and high mortality rates and it is 

currently considered the second largest cause of death in the world. In the oral cavity, 

Squamous Cell Carcinoma is the most prevalent malignant neoplasm. The treatment of this 

tumor is directly related to its staging, nevertheless, at the present time, research focuses on 

the discovery of biomarkers that may help in the determination of the prognosis for this 

neoplasia. Therefore, this study aims to evaluate the immunoexpression of important 

inflammatory markers, as well as the nuclear transcription factor and the cell proliferation 

marker, correlating them with prognostic factors in oral carcinomas. For this, a retrospective 

study was carried out with patients with Oral Squamous Cell Carcinomas, from 2011 to 2016, 

in which medical records were evaluated for the collection of sociodemographic and clinical-

pathological data, in addition to the use of surgical pieces of the patients for 

Immunohistochemistry, using TMA for inflammatory (TNF-α and COX-2), transcription 

(NF-κB) and cell proliferation (Ki67) markers. Immuno-tagging was assessed qualitatively 

and quantitatively using ImageJ software, and data were correlated with prognostic factors 

and patient survival rates, which were obtained by analyzing the difference between the date 

of death and the date of initiation of the treatment, expressed in Months. It was observed that 

the negative and weak TNF-α immunoexpression in a primary tumor had an influence, 

improving the survival of patients, and that this marker is positively associated with a 

moderate and intense expression of the other markers studied in both primary tumor and in 

perilesional tissue and lymph node metastasis. However, COX-2, NF-κB and Ki67 do not 

show, separately, any relationship with the improvement or worsening of survival. 

 

Key Words: Inflammation, Squamous Cell Carcinoma, Tumor Necrosis Factor-alpha, 

Survivorship. 
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 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Câncer de boca 

 

O câncer é uma doença de grande preocupação devido à sua alta incidência e 

elevada mortalidade, sendo, atualmente, considerado como a segunda maior causa de morte 

no mundo, estando atrás apenas das doenças coronarianas, apresentando grande relevância em 

pesquisas científicas, por isso, tem sido alvo de estudos e investigações (SCULLY, 2005).   

Com base no documento World Cancer Report 2014, da International Agency for 

Research on Cancer (IARC), da Organização Mundial da Saúde (OMS), é inquestionável que 

essa doença seja um problema de saúde pública, especialmente entre os países em 

desenvolvimento, onde é esperado que, nas próximas décadas, o impacto na população 

corresponda a 80% dos mais de 20 milhões de casos novos estimados para 2025, e o câncer de 

boca destaca-se dentre essas neoplasias (BRASIL, 2016).  

Estimam-se, para o Brasil, no ano de 2016, 11.140 casos novos de câncer na 

cavidade oral em homens e 4.350 em mulheres. Tais valores correspondem a um risco 

estimado de 11,27 casos novos a cada 100 mil homens e 4,21 a cada 100 mil mulheres 

(BRASIL, 2016). 

O tipo histológico mais prevalente é o Carcinoma de Células Escamosas (CEC), 

que representa aproximadamente 95% das neoplasias malignas dessa região e cerca de 38% 

dos tumores malignos de cabeça e pescoço, sendo o subtipo histológico moderadamente 

diferenciado o mais frequente (BRASIL, 2016).  

O risco de desenvolvimento aumenta com a idade, e a maioria dos casos ocorre 

em indivíduos acima de 50 anos, sendo lábio, língua e assoalho bucal as localizações mais 

comuns (DURAZZO et al., 2005).  

Os principais fatores de risco são o tabagismo e o consumo de álcool, que, quando 

associados, podem aumentar o efeito carcinogênico (DURAZZO, et al., 2005). Porém, a 

etiologia do câncer de boca ainda não é bem definida, vários agentes têm sido implicados no 

seu desenvolvimento, e a combinação de fatores extrínsecos e intrínsecos parece ampliar o 

seu potencial de estimulação na divisão celular, a qual, de maneira desgovernada, dá origem 

ao tumor (BASCONES et al., 2011).  
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São fatores etiológicos que podem ser associados a essa neoplasia: o tabaco, o 

álcool, a susceptibilidade genética, os agentes infecciosos, radiação, lesões potencialmente 

malignas, nutrição, dentre outros (DURAZZO et al. 2005).   

O CEC evolui a partir de um complexo processo resultante da exposição a agentes 

carcinogênicos e inclui várias etapas constituídas por mudanças genéticas, epigenéticas e 

metabólicas. Exposição crônica a esses agentes levam a instabilidade em genes nas células 

epiteliais, ocasionando o desenvolvimento de lesões potencialmente malignas e, 

posteriormente, o carcinoma invasivo. Muitos estudos têm revelado o importante papel 

desempenhado por proto-oncogenes e genes supressores tumorais, durante o curso de 

evolução do câncer oral (JADOTTE, 2012). 

Anormalidades afetando proteínas sinalizadoras relacionadas à proliferação 

celular, angiogênese e metástase também têm sido estudadas e relacionadas com o 

prognóstico do tumor (BRINKMAN e WONG, et al., 2006; JADOTTE, 2012).  

O tratamento é orientado pelo estadiamento do tumor, classificado a partir do 

TNM (BRASIL, 2004). No entanto, essa classificação fornece informações limitadas sobre a 

resposta do tratamento e a agressividade biológica (HEO et al., 2012). Muitas vezes, requer 

alto custo e, geralmente, restringe-se a três modalidades principais: cirurgia, radioterapia e 

quimioterapia. E traz consigo situações mutiladoras e debilitantes ao paciente, o que afeta 

significativamente sua qualidade de vida (AMAR, 2002), principalmente, se for considerado 

que o Carcinoma de Células Escamosas é um tipo histológico com grande agressividade e 

fácil invasão local, geralmente diagnosticado em estágios avançados, o que leva a uma piora 

no prognóstico e à baixa sobrevida (RAZAK, et al., 2010).  

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, 2008). 

Portanto, novos marcadores moleculares que buscam prever prognóstico e 

agressividade tumoral devem ser estudados de forma individualizada na busca do tratamento 

ou como indicativo de prognóstico. 

 

1.2 Inflamação e comportamento tumoral 

 

O câncer é uma desordem que apresenta diversas características biológicas 

importantes, como autossuficiência de crescimento, insensibilidade a anticrescimento, 
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potencial replicativo ilimitado, capacidade de evadir apoptose, angiogênese sustentada, 

capacidade de invasão tecidual e metástase. Essa doença possui, ainda, a capacidade de 

driblar o sistema imune, mantendo um microambiente com inflamação crônica que passa a 

contribuir com a proliferação tumoral (CAVALLO et al., 2011). 

O processo inflamatório é vital para animais superiores, configurando-se como 

uma resposta benéfica para restaurar tecidos cuja destruição pode ser decorrente de lesões e 

agentes patogênicos, desencadeado pelo seu reconhecimento, por meio de células e 

mediadores, tais como citocinas (HUSSAIN, 2007; LANDSKRON et al., 2014). Porém, 

observa-se que esse mesmo processo, quando atua de maneira crônica e não regulamentada 

gerando um microambiente patologicamente favorável, pode contribuir com a progressão de 

processos malignos (ALLEN, 2007).  

Desde 1863, Virchow já percebeu as células inflamatórias no microambiente 

tumoral. Inicialmente, pensava-se que a resposta inflamatória era apenas relacionada com o 

combate ao tumor, porém, sabe-se que os mediadores químicos, as vias de sinalização e os 

fatores de transcrição contribuem direta ou indiretamente para alterações genéticas e teciduais 

que nortearão a geração de células transformadas (LOPES, 2013).  

As citocinas são peptídeos reguladores-chave do processo inflamatório, exercendo 

funções pró e anti-inflamatórias. São produzidas como uma resposta do hospedeiro ao estresse 

celular causado tanto por agentes endógenos ou exógenos para controlar e minimizar os danos 

celulares (LIN, 2007). Esses mediadores são associados a um risco aumentado no 

desenvolvimento do câncer. Apesar de a maioria desses mediadores serem produzidos com a 

função de ativar o sistema imune contra o tumor, eles podem, também, estimular o 

crescimento deste. Uma descontrolada e sustentada produção de citocinas pode conduzir o 

crescimento celular alterado, diferenciação celular e evasão da apoptose (HUSSAIN, 2007). 

Estudos demostram que mediadores como o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-

α), as interleucinas (IL) e a ciclo-oxigenase-2 (COX-2) podem estar relacionadas com a 

progressão de tumores malignos e com o processo metastático, apresentando uma elevada 

expressão em pacientes com a doença e aumentando a expressão de proteínas de proliferação 

celular como o Ki67 (BARLKIWIl, 2001; LIN, 2007; EIRÓ; 2012; LADSKRON, et al., 

2014). 

A ciclo-oxigenase (COX) é uma enzima responsável pela formação de 

importantes mediadores biológicos chamados prostanoides, que incluem prostaglandinas, 

prostaciclinas e tromboxanos. De suas isoformas, a COX-2 é uma enzima indutível, estando a 
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sua expressão aumentada em processos inflamatórios (KLIPPEL et al., 2001; SOLOMON et 

al., 2002; COSTA, 2010).  

Essa enzima é produzida por macrófagos e, também, pelas próprias células 

tumorais. Geralmente, é induzida em resposta a fatores pró-inflamatórios.  É expressa em 

diversos tumores malignos como, por exemplo, tumores renais e do trato gastrointestinal, 

assim como em neoplasias orais. Os principais eventos relacionados à COX-2 no 

microambiente tumoral envolvem mitogênese e angiogênese, resistência à apoptose, aumento 

do potencial invasivo e mediação de imunossupressão (BOAS, et al. 2010; ATULA, et al., 

2006; KONO et al., 2013; KEKATPURE et al., 2015). 

O fator de necrose tumoral (TNF), também chamado de TNF-α, é uma importante 

citocina mediadora da resposta inflamatória aguda a bactérias gram-negativas. Seu nome 

deriva de sua identificação original como substância presente no soro que causava a necrose 

de tumores (ABBAS, 2015). 

As respostas biológicas relacionadas ao TNF-α ocorrem por meio de ligação 

altamente específica a receptores presentes na membrana de vários tipos celulares. Esses 

receptores diferem nas suas afinidades de ligação bem como nas vias de sinalização 

intracelular, levando à apoptose, à ativação do fator nuclear kappa B (NF-кB) e à produção de 

citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas (POPA et al., 2007).  

TNF-α possui ações dúbias no comportamento biológico de um tumor maligno. 

Por exemplo, concentrações elevadas de TNF-α podem levar à morte celular (LAM-UBOL et 

al., 2010). Porém, estudos em animais mostram que essas citocinas, em baixos níveis, 

aumentam o crescimento tumoral e induzem a angiogênese, além de contribuírem como 

indutoras em tumores de pele e linfomas (HUSSAIN, 2007; LANDSKRON et al., 2014).  

A fonte de TNF-α nos tumores pode ser derivada a partir de células tumorais, por 

meio de uma ativação autócrina, podendo estimular o crescimento tumoral e a angiogênese 

(LANDSKRON et a., 2014). Em humanos, observa-se uma quantidade significativa dessa 

citocina em Carcinoma de Células Escamosas, sugerindo que esta contribui para a progressão 

tumoral (PIVA et al., 2013).  

O fator de transcrição nuclear (NF-кB) é o coordenador-chave da imunidade inata 

e da inflamação, e tem emergido como um importante promotor endógeno de carcinogênese 

(LIN et al., 2009). Esse fator de transcrição opera tanto em células malignas ou com potencial 

de malignidade quanto em células inflamatórias, envolvido na ativação da célula T, 

contribuindo para a transcrição da interleucina 2 (IL-2) e na resposta de muitos tipos celulares 

às citocinas pró-inflamatórias tais como o TNF, IL-1 e lipoproteínas bacterianas (LPS) 
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(ABBAS, 2015), por intermédio da via de sinalização do receptor Toll-like (TLR)-MyD88. 

Além disso, em células tumorais, o NF-кB pode ser ativado como resultado de alterações 

genéticas (amplificação, mutação ou deleção) (COURTOIS E GILMORE, 2006), tem 

atividade na codificação para proteínas que promovem a proliferação celular e inibem a 

apoptose (ALLEN, 2007), além de apresentar papel na metástase (EIRÓ, 2012).  

O NF-кB conduz, ainda, à expressão de citocinas inflamatórias, moléculas de 

adesão, fatores angiogênicos e enzimas como a COX-2. Em células tumorais e epiteliais 

expostas a carcinogênicos, esse mediador promove a sobrevivência e a proliferação celular 

através da ativação de genes que codificam proteínas importantes do ciclo celular e da via 

anti-apoptótica, invasão, metástase e angiogênese (COSTA, 2010).  

Essa proteína atua no citoplasma e no núcleo, regulando a sobrevida celular por 

meio da indução de pelo menos três genes, com destaques para: gene P52, que inibe a 

apoptose; gene P50, que estimula os linfócitos B a sintetizar imunoglobulinas que atuam no 

controle da imunidade; e gene Rel A, que estimula a divisão celular por vias de sinalização 

estimuladas por receptores transmembrana, como receptor para interleucina-1 (ILR-1) e 

receptor para TNF (TNFR). Uma superestimação, seja por quantidades elevadas de indutores 

ou até mesmo mutações na própria proteína NF-кB, causa a desregulação da divisão celular, 

bloqueio de apoptose e aumento da produção de imunoglobulinas (ABBAS, 2012).  

Visto que a sobrevida de pacientes com câncer de boca é dependente do 

crescimento tumoral, e que mediadores químicos inflamatórios podem influenciar direta ou 

indiretamente na sua progressão (WONG et al., 2006), é necessária a realização de estudos 

que possam ajudar a entender e apontar marcadores biológicos influenciadores no prognóstico 

de pacientes com essa doença. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral: 

 

Avaliar a imuno-expressão de TNF-α, COX-2, NF-кB e KI67, sua associação com 

fatores prognósticos, colocar o nome, nos carcinomas de boca. 

 

2.2 Objetivos Específicos: 

 

a) Determinar, em biópsias excisionais de carcinomas de boca, através de imuno-

histoquímica em Tissue Microarray (TMA), a expressão de marcadores inflamatórios 

(anticorpos anti-TNF-α, anti-COX-2), de transcrição nuclear (anticorpo anti-NFкB) e 

de proliferação celular (anticorpo anti-ki67); 

b) Correlacionar a imuno-expressão dos marcadores entre si; 

c) Comparar a imuno-expressão dos marcadores entre tumor, tecido perilesional e 

metástase linfonodal; 

d) Correlacionar os dados coletados nas análises imuno-histoquímicas com fatores 

prognósticos, incluindo sobrevida. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Delineamento do Estudo 

 

Estudo observacional, quantitativo, de caráter retrospectivo e de corte transversal. 

 

3.2. Cálculo amostral 

 

Com base no estudo de Piva et al. (2013), que demonstrou que o número de CECs 

moderadamente/pobremente diferenciados que apresentavam alta expressão de TNF-α nas 

células tumorais (45,8%) era superior aos casos bem diferenciados (18,2%), estima-se 

necessária uma amostra de 66 casos de CEC, a fim de se obter um resultado que represente 

com 95% de confiança e 90% de poder a hipótese de que o perfil inflamatório modifica ou é 

modificado pelo parênquima tumoral (método de Fleiss com correção de continuidade). 

Tendo em vista a possibilidade de perda de amostra, acresceu-se 15% de dados, totalizando 

76 casos de CEC. 

 

 

3.3. Amostra e Dados Analisados 

 

Foram selecionados 76 pacientes com Carcinoma de Células Escamosas em 

cavidade oral, de acordo com cálculo amostral apresentado, diagnosticados e operados no 

Hospital Haroldo Juaçaba (Instituto do Câncer do Ceará), no período de 1º de janeiro de 2011 

a 1º de setembro de 2016.  

Como critério de inclusão para seleção da amostra, determinou-se: pacientes com 

CEC em cavidade oral, diagnosticados e tratados entre os anos de 2011 a 2016, que tivessem 

os prontuários totalmente preenchidos, que apresentassem lâminas histológicas e blocos 

parafinados com quantidade de material suficiente e em bom estado. 

Foram levantados os dados sociodemográficos, como idade, sexo, grau de 

instrução, raça/cor, tipo de entrada no hospital (convênio/particular ou SUS), além de dados 

clínico-patológicos, como variante histológica do tumor, localização primária, TNM, 

estadiamento tumoral e tratamento realizado, dados estes fornecidos por meio dos prontuários 

dos pacientes. 
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A localização do tumor primário foi classificada conforme recomendado pela 

OMS, pela classificação internacional das doenças CID-0, em lábio, gengiva, terço anterior de 

língua, palato duro, assoalho de boca e outras partes, e partes não identificadas na boca (área 

retromolar) (BRASIL, 2005).  

O TNM do tumor foi definido conforme proposição do Instituto Nacional do 

Câncer, INCA, que determina TNM, sendo T referente ao tamanho do tumor, N a 

acometimento linfonodal e M relacionado a metástases a distância (BRASIL, 2004). 

 

3.3.1 Tamanho do tumor 

 

a) TX: o tumor primário não pode ser avaliado; 

b) T0: não há evidência de tumor primário; 

c) Tis: carcinoma in situ; 

d) T1: tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensão; 

e) T2: tumor com mais de 2 cm e até 4 cm em sua maior dimensão; 

f) T3: tumor com mais de 4 cm em sua maior dimensão; 

g) T4a: (lábio) tumor que invade estruturas adjacentes: cortical óssea, nervo 

alveolar inferior, assoalho da boca, ou pele da face (queixo ou nariz); 

h) T4a: (cavidade oral) tumor que invade estruturas adjacentes da língua 

(genioglosso, hioglosso, palatoglosso e estiloglosso), seios maxilares ou pele 

da face; 

i) T4b: (lábio e cavidade oral): tumor que invade o espaço mastigador, lâminas 

pterigoides ou base do crânio ou envolve artéria carótida interna. 

 

3.3.2 Linfonodos: 

 

a) NX: os linfonodos regionais não podem ser avaliados; 

b) N0: ausência de metástase em linfonodos regionais; 

c) N1: metástase em um único linfonodo homolateral, com 3 cm ou menos em 

sua maior dimensão; 

d) N2: metástase em um único linfonodo homolateral, com mais de 3 cm e até 6 

cm em sua maior dimensão, ou em linfonodos homolaterais múltiplos, 

nenhum deles com mais de 6 cm em sua maior dimensão; ou em linfonodos 
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bilaterais ou contralaterais, nenhum deles com mais de 6 cm em sua maior 

dimensão; 

e) N2a: metástase em um único linfonodo homolateral, com mais de 3 cm e até 6 

cm em sua maior dimensão; 

f) N2b: metástase em linfonodos homolaterais múltiplos, nenhum deles com 

mais de 6 cm em sua maior dimensão; 

g) N2c: metástase em linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhum deles com 

mais de 6 cm em sua maior dimensão; 

h) N3: metástase em linfonodo com mais de 6 cm em sua maior dimensão. 

 

3.3.3 Metástase: 

 

a) MX: a presença de metástase a distância não pode ser avaliada; 

b) M0: ausência de metástase a distância; 

c) M1: metástase a distância. 

 

3.3.4 Estadiamento clínico 

 

O estadiamento foi definido através do TNM, considerando estádio I, estádio II, 

estádio III, e estádio IV que engloba os estádios: IVA, IVB e IVC (Tabela 1) (BRASIL, 

2004). 

Também foi calculada a sobrevida, obtida por meio da diferença entre a data do 

início do tratamento (dia, mês e ano) e a data do óbito (dia, mês e ano) utilizando, para fins de 

análise estatística, a quantidade de meses entre essas datas, assim como descrito por Dantas et 

al. (2016). 

Após a seleção da amostra, foram resgatadas as lâminas histológicas das peças 

cirúrgicas para revisão e reclassificação da gradação tumoral por um patologista experiente. 

Essa gradação foi feita, de acordo com a OMS (2005), em Carcinoma de Células Escamosas 

bem diferenciado, moderadamente diferenciado ou pobremente diferenciado, e foram 

excluídas amostras com lâminas com qualidade ou material considerados insuficientes. 

 

3.4 Técnica do Tissue Microarray (TMA) e processamento imuno-histoquímico 
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Após a revisão de todas as lâminas histológicas, foram selecionadas as que 

representassem: uma área da peça cirúrgica com microambiente tumoral adequado, que 

representasse de maneira satisfatória todo o tumor; epitélio escamoso não lesional, localizado 

além da margem de cancerização, assim como feito por Liu et al. (2016); e, para pacientes que 

apresentassem acometimento linfonodal, também foi selecionada uma lâmina que 

representasse essa metástase. 

Após a seleção das lâminas, seus respectivos blocos (bloco doador) foram 

levantados para a confecção do bloco de TMA (bloco receptor). 

Para a técnica de TMA, um dispositivo técnico chamado “tissue microarrayer” 

(Quick-Ray UNITMA®) foi utilizado. Com esse dispositivo, puncionou-se um fragmento de 

tecido com 2 mm de diâmetro, com maior representatividade do bloco doador e transferiu-se, 

de maneira ordenada, para o bloco receptor que apresentava um padrão de matriz 

precisamente espaçada.  

Assim, cada bloco de TMA foi composto por 36 fragmentos de tecidos, 

correspondentes ao fragmento guia (vazio) e aos fragmentos do tumor, ao fragmento de 

epitélio escamoso controle e à metástase linfonodal, como representado na figura 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Representação do bloco receptor de TMA. 
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Fonte: Própria. 

 

Em uma mesma sessão, o bloco receptor foi, então, submetido a cortes 

sequenciais de 3 μm de espessura, que foram depositados em lâminas silanizadas de vidro, 

para realização de coloração convencional por hematoxilina-eosina e para reações de imuno-

histoquímica.  

A reação de imuno-histoquímica ocorreu através da técnica da estreptavidina-

biotina-peroxidase. Após desparafinização e reidratação, foi realizada recuperação antigênica 

por meio de sistema Ptlink® (Dako®) a 97ºC durante 20 minutos, bloqueio da peroxidase 

endógena com peróxido de hidrogênio, lavagem com solução tampão de fosfato (PBS) e 

incubação overnight com os anticorpos primários, de acordo com as diluições determinadas 

na literatura ou por reações em estudo piloto. 

Após incubação com o anticorpo primário, as lâminas foram lavadas (PBS) e 

incubadas com anticorpo biotinilado por 20 minutos e, após lavagem, incubadas com 

conjugado de peroxidase avidina-biotina por 20 minutos. 

A revelação foi realizada por meio de incubação com 3,3’-Diamino-benzidina 

(DAB) (Abcam®), e a contracoloração, com Hematoxilina de Harris (10”). Após coloração e 

contracoloração, as lâminas foram montadas para avaliação. 

Ainda foram feitos controles positivos da reação de imuno-histoquímica por 

cortes histológicos convencionais, de acordo com a tabela 2. E, para controle negativo, 

lâminas de TMA, utilizando a mesma técnica de imuno-histoquímica descrita anteriormente, 

porém omitindo a etapa de incubação com o anticorpo primário. 

 

3.5. Análise Imuno-histoquímica 
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Para avaliação microscópica, foram fotografados cinco campos aleattórios por 

corte histológico em um aumento de 400x por meio de um microscópio com câmera acoplada 

(Leica DM 2000®). As amostras passaram tanto por uma avaliação qualitativa categórica 

como quantitativa, como feito por Zhang et al. (2015). 

 Na avaliação qualitativa, foram determinados escores para a intensidade de 

coloração: 0 quando não havia coloração; 1, para marcação leve; 2, moderada; e 3, intensa. 

Para amostras que apresentavam mais de uma intensidade, foi considerado o maior escore. 

Na avaliação quantitativa, as imagens foram exportadas para o software ImageJ® 

e, por meio do comando cell counter, foi determinada a porcentagem de células tumorais 

marcadas e não marcadas em áreas representativas de tumor e metástase linfonodal, e a 

porcentagem de células epiteliais marcadas e não marcadas em áreas perilesionais. Essa 

porcentagem foi categorizada de 1 a 4: 1, quando 0-25% das células eram positivas; 2, quando 

26%-50% das células eram positivas; 3, quando 26%-75% das células eram positivas; e 4, 

quando 76%-100% das células eram positivas. 

Foi também determinada a localização da marcação em nível intracelular para o 

marcador NF-кB, se esta foi nuclear ou citoplasmática. 

Para fins estatísticos, foram determinados histoscores utilizando a multiplicação 

entre os escores de intensidade e a porcentagem de marcação. Obteve-se então: 0-4, marcação 

negativa ou leve; 5-8, marcação moderada; e 9-12, marcação intensa. O único marcador 

avaliado apenas por porcentagem foi o Ki67. 

 

3.6. Análise estatística  

 

Os dados quantitativos (percentual de imuno-marcação e histoscores) foram 

submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov, expressos em forma de média e 

desvio-padrão e analisados por meio dos testes Mann-Whitney ou Kruskall-Wallis/Dunn. A 

intensidade e o percentual de imuno-expressão para os marcadores supracitados também 

foram analisados dicotomicamente através do teste do qui-quadrado. Para análise de 

sobrevida, foram utilizados os testes do qui-quadrado (avaliação de percentual de pacientes 

vivos) bem como o teste de Long-Rank Mantel-Cox (comparação das curvas de sobrevida de 

Kaplan-Meier). 

Todas as análises foram realizadas utilizando-se o software Statistical Packcage 

for the Social Sciences (SPSS) versão 17.0, adotando uma confiança de 95%. 
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3.7. Preceitos Éticos 

Este projeto foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da 

Universidade Federal do Ceará e foi aceito com número de parecer 1.552.674 (ANEXO 1). 
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4  RESULTADOS 

 

4.1 Caracterização da amostra 

 

Dentre as 76 lesões de CEC em cavidade oral que foram levantadas no centro de 

referência estudado, 50 (65,8%) ocorreram no sexo masculino e 26 (34,2%) no sexo feminino. 

A distribuição etária mostrou apenas leve prevalência em pacientes com idade até 60 anos 

(43, 56.6%). Houve maior prevalência de lesões em pacientes de raça parda (61, 80.3%) em 

relação a não pardos (15, 19.7%) (p<0.001). E maior quantidade de pacientes foi proveniente 

do interior do estado (51, 67.1%) (p=0.032) (Tabela 3). 

Com relação ao grau de instrução, 39 (51.3%) pacientes se diziam analfabetos ou 

com o ensino fundamental incompleto e 37 (48.7%) tinham o ensino fundamental completo, 

ensino médio ou nível superior de ensino. O Sistema Único de Saúde (73, 96.1%) foi o 

principal convênio pelo qual os pacientes deram entrada no hospital. A maioria possui vínculo 

matrimonial (5, 72.4%) (Tabela 3). 

Em relação aos dados clínico-patológicos, os dois principais sítios de 

acometimento foram o assoalho de boca (35, 46.1%) e a língua (15, 19.7%), e o principal 

hábito descrito foi o tabagismo (30, 39.5%). Os Carcinomas de Células Escamosas bem 

diferenciados ou moderadamente diferenciados (71, 93.4%) (p<0.001) foram as gradações 

histológicas majoritariamente levantadas. Clinicamente, a maioria dos tumores foram 

diagnosticados em tamanho T3 ou T4 (47, 61.8%), sem nenhum ou um linfonodo (N0 ou N1) 

acometido (50, 65.8%) (p=0.0049), e sem metástases (M0) identificadas (74, 97.4%) 

(p<0.001). Os estádios de maior prevalência foram os estádios III e IV com 60 (78.9%) 

(p<0.001). Cirurgias associadas a radioterapia e/ou a quimioterapia (32, 43.2%) (p=0.017) 

foram as condutas terapêuticas mais adotadas (Tabela 3). 

 

4.2 Relação entre as características clínicas e sociodemográficas e a sobrevida média em 

cinco anos de pacientes com CEC de boca 

 

Em até cinco anos a sobrevida média dos 76 pacientes estudados foi de 49±3 

meses (Tabela 3). 

Pacientes do sexo feminino (39±3 meses) (p=0.140) apresentaram uma menor 

sobrevida, assim como aqueles que eram pardos (42±3 meses) (p=0.680), que moravam no 

interior do estado (43±3 meses) (p=0.752) e que tinham vínculo matrimonial (45±3 meses) 
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(p=0.470). Pacientes com idade superior a 60 anos de idade mostraram uma maior sobrevida 

(111±10) (Tabela 3).  

Pacientes analfabetos ou com o ensino fundamental incompleto demonstraram 

uma menor sobrevida com 44±4 meses (p=0.062) e, de maneira significante, 76.9% (p=0.015) 

dos pacientes vivos em comparação com pacientes que apresentaram ensino fundamental 

completo, ensino médio e nível superior que, somados, apresentaram 124±5 meses de 

sobrevida com 97.1% de pacientes vivos (Tabela 3).  

Em relação à localização primária do tumor, aqueles com neoplasia em assoalho 

de boca demostraram uma menor sobrevida, com 80% dos pacientes vivos e média de 35±3 

meses (p=0.291), quando comparados com neoplasia em língua (49±5 meses). Observou-se, 

também, que em CECs pobremente diferenciados os pacientes viveram menos, com apenas 

23±1 meses (p=0.614) de sobrevida, quando comparados com as outras gradações 

histológicas que, somadas, demostraram uma sobrevida de 50±3 meses (Tabela 3).  

Em tumores de tamanho T1 e T2, houve uma sobrevida significativamente 

superior, com 100% dos pacientes vivos com 59±1 meses, enquanto em T3 e T4, apenas 45±4 

meses de sobrevida (p=0.032). Porém, não se observou diferença estatística de sobrevida em 

relação ao acometimento linfonodal ou à metástase a distância, assim como aos diferentes 

estádios, apesar de estádios I e II demonstrarem 100% dos pacientes vivos (Tabela 3). 

Hábitos deletérios não mostraram associação com o número de pacientes vivos 

(p=0.280) ou tempo médio de sobrevida (p=0.483). Assim como aqueles que eram atendidos 

no hospital pelo SUS (48±3 meses) (p=0.331), apesar de apenas três pacientes da amostra 

terem atendimento particular ou por plano de saúde. Observou-se, também, que aqueles que 

tiveram a modalidade de tratamento cirurgia apresentaram, de maneira significativa, 100% 

(p=0.037) dos pacientes vivos, em relação às outras modalidades de tratamento (Tabela 3). 

 

4.3 Perfil de imuno-marcação de marcadores inflamatórios, de transcrição e 

proliferação celular em lesão, perilesão e metástase linfonodal de CEC de boca 

 

Foi considerado imuno-marcação positiva quando havia a coloração marrom-

acastanhada em células tumorais, em tumor primário e metástase linfonodal ou em células 

epiteliais, em tecido perilesional. A figura 4 demonstra o perfil de imuno-marcação de Ki67, 

COX-2, TNF-α e NF-кB, em perilesão, tumor primário e metástase linfonodal, 

respectivamente. 
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Em relação ao percentual de imuno-positividade do Ki67, observou-se, de 

maneira significativa, um maior percentual de células marcadas em tecido tumoral tanto em 

tumor primário (34.50±19.31%) como em metástase linfonodal (35.19±26.76%), em relação 

ao tecido perilesional (17.13±8,20%) (p<0.001).  

A marcação COX-2 não mostrou diferença estatisticamente significante no 

percentual de células marcadas nas três categorias (p=0.710) (Tabela 4). 

A porcentagem de células com imuno-positividade de NF-кB em citoplasma 

celular mostrou-se aumentada de maneira significativa em tumor primário (81.20±28.37%) e 

em metástase linfonodal (79.20±29.2%) (p<0.001) quando comparadas com tecido 

perilesional (37.00±32.53%). Porém, com relação à marcação nuclear, apenas o tumor 

(92.07±15.07%) mostrou imuno-expressão significantemente mais alta que o tecido 

perilesional (87.93±29.03%) e que a metástase linfonodal (81.87±26.88%) (p=0.005) (Tabela 

4). 

O TNF-α mostrou um aumento de maneira significante em tumor primário 

(74.33±41.88%) quando comparado com tecido perilesional (48.60±48.05%) e com metástase 

linfonodal (60.53±44.06%) (p<0.001) (Tabela 4). 

Quando comparados os histoscores obtidos, observa-se que há diferença 

estatística significante tanto em COX-2, com aumento de quantidade e de intensidade de 

marcação em tumor primário (4.85±3.63) e em metástase linfonodal (3.90±3.66) em relação 

ao tecido perilesional (1.82±2.28) (p=0.003), como em TNF-α, tumor primário com 

9.07±3.84, metástase linfonodal com 7.60±3.33 em relação ao tecido perilesional com 

4.93±2.46 (p<0.001) (Tabela 4). 

Esse resultado se repete tanto na marcação citoplasmática quanto nuclear do NF-

кB. Observa-se que NF-кB em núcleo apresenta 8.40±4.27 em tumor primário, 7.60±3.72 em 

metástase linfonodal e 4.80±2.51 em tecido perilesional (p<0.001). E que NF-кB em 

citoplasma apresenta 8.07±4.83 em tumor primário, 4.00±3.55 em metástase linfonodal e 

3.87±4.22 em tecido perilesional (p<0.001) (Tabela 4).  

 

4.4 Relação entre o perfil de imuno-marcação de marcadores inflamatórios, de 

transcrição e proliferação celular em lesão, perilesão e metástase linfonodal de CEC de 

boca e as demais variáveis clínico-patológicas 

 

O perfil de imuno-marcação também foi avaliado de acordo com as diferentes 

variáveis clínico-patológicas estudadas. 
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Não foi observada associação estatisticamente significante em relação às 

diferentes porcentagens de imuno-marcação e histoscore dos marcadores estudados nas 

gradações dos Carcinomas de Células Escamosas, apesar de se observar, de maneira 

prevalente, em tumor primário e metástase linfonodal um aumento da porcentagem de 

marcação e de histoscore (Tabela 5). 

Em relação ao tamanho dos tumores primários, observa-se que, em tumores de T3 

e T4, há uma associação significativa do aumento da porcentagem de imuno-positividade de 

NF-kB citoplasmático em metástase linfonodal (89.90±22.26%), quando comparado com 

tumores de tamanhos T1 e T2 (67.25±22.80%) (p=0.005). Resultado este que se repete com o 

NF-kB nuclear, no qual se observa que, em tumores com maior tamanho, há uma maior 

imuno-expressão em metástase linfonodal (89.85±22.67%) do que em tumores de menores 

tamanhos (73.25±23.94%) (p=0.017). Em relação ao TNF-α, apresentou uma associação entre 

a imuno-expressão desse marcador em metástase linfonodal de tumores com tamanho T3 e T4 

(82.67±36.40%; p=0.043). O mesmo estudo feito com os histoscores não demonstrou 

associação de maneira significativa (Tabela 6). 

A porcentagem de imuno-marcação de TNF-α mostrou-se significativamente mais 

expressa em metástase linfonodal dos pacientes que haviam acometimento de N2 ou N3 

(82.00±35.86%) em relação a pacientes com N1 (39.27±42.79%) (p=0.009), o que não foi 

observado nos outros marcadores estudados. Em relação aos histoscores determinados, 

observou-se que a imuno-expressão de NF-кB nuclear, em tumor primário, está associada, de 

maneira significativa, a pacientes sem acometimento linfonodal ou com N1 (9.44±3.41%; 

p=0.027) (Tabela 7), o que também ocorreu em tumores com estádios 1 e 2 (95.88±7.81%; 

p=0.015) (Tabela 8). 

Ao se associar a imuno-macação com fatores etiopatogênicos do CEC, observou-

se um menor percentual de células marcadas de Ki67 em tecido perilesional de pacientes que 

fumavam e bebiam (10.11±4.91%), comparado com aqueles que só fumavam (17.32±7.50%) 

ou que não mostraram hábitos (12.40±4.16%) (p=0.014). De maneira contrária, um maior 

percentual de células marcadas com NF-кB nuclear em tecido perilesional de pacientes que 

fumavam e bebiam (99.25±2.73%) quando comparados com os que apenas fumavam 

(81.29±32.31%) (p=0.030).  

Em relação ao TNF-α, também foi observado que, em tecido perilesional, houve 

um maior percentual de células marcadas em pacientes com os dois hábitos (70.85±42.79), 

em relação aos que apenas fumavam (43.13±43.11) (p=0.035) e, quando avaliado o 
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histoscore, pacientes que fumavam e bebiam (4.52±4.14) e pacientes que só fumavam 

(2.03±2.54) (p=0.030) (Tabela 9). 

Em relação ao tratamento a que os pacientes foram submetidos, o percentual de 

imuno-marcação de NF-kB nuclear, em tumor primário, mostrou uma diminuição 

estatisticamente significativa em pacientes que tiveram como modalidade de tratamento a 

cirurgia associada a radioterapia e a quimioterapia (84.78±21.00%) em comparação àqueles 

que se se submeteram apenas a cirurgia (95.20±9.84%) ou a cirurgia associada a radioterapia 

(88.55±20.60%) (p=0.049), o que também foi demonstrado nos outros marcadores (Tabela 

10). 

Os histoscores obtidos mostraram uma associação inversa em relação à imuno-

expressão de COX-2 em tumor primário, apresentando um maior histoscore em pacientes 

submetidos a cirurgia associada a radioterapia e quimioterapia (5.47±3.72), em relação 

àqueles submetidos a cirurgia (2.20±2.62) e associada a radioterapia (3.56±3.82) (p=0.022), o 

que não foi observada associação significativa com os outros marcadores estudados (Tabela 

10). 

 

4.5 Relação entre a sobrevida média e o perfil de imuno-marcação de marcadores 

inflamatórios, de transcrição e proliferação celular em lesão, perilesão e metástase 

linfonodal de CEC de boca  

 

Observa-se que, em tecido perilesional, há prevalência de imuno-marcação 

inferior a 30% nas amostras estudadas (31, 93.9%; p<0.001). De maneira inversa, em tumor 

primário, mostrou-se prevalentemente acima de 30% (25, 52.1%). Porém, não se observou 

diferença estatisticamente significativa na quantidade de pacientes vivos (p=1.000), ou na 

sobrevida (p=0.730) dos pacientes em relação à imuno-marcação de Ki67, em tumor primário 

(Tabela 11).  

Em relação ao histoscore de COX-2 tanto em tumor primário (46, 62.2%; 

p=0.136) como em metástase linfonodal (26, 66.7%; p=0.133) e tecido perilesional (71, 

95.9%; p<0.001), houve a prevalência de uma marcação negativa ou fraca e, também, essa 

imuno-marcação não influenciou na quantidade de pacientes vivos ou na sobrevida (p=0.352) 

(Tabela 11). 

De maneira inversa, ocorreu com a imuno-marcação de TNF-α, que influenciou 

na sobrevida dos pacientes. Em casos com imuno-marcação negativa e fraca, em tumor 

primário, houve uma maior quantidade de pacientes vivos (31, 96.9%; p= 0.036), assim como 
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maior sobrevida (52±1 meses; p=0,020). Em tecido perilesional, a maioria dos pacientes (57, 

77.0%; p=0.001) apresentaram imuno-marcação negativa ou fraca, de maneira significativa, e 

se observou uma maior quantidade de pacientes vivos (50, 87.7%) e com menor sobrevida 

(42±3 meses) (p=0.909). Em relação à mestástase linfondal, percebeu-se o mesmo perfil de 

imuno-marcação, com diferença estatística significante entre a quantidade de pacientes com 

negativa e fraca (28, 73.7%) em comparação com moderada e intensa (10, 26.3%; p=0.034). 

Essa diferença também foi demonstrada na quantidade de pacientes vivos (25, 89.3%; 

p=0.040), que foi significativamente maior nesse perfil de imuno-marcação, porém não 

influenciando na sobrevida (p=0.054) (Tabela 11) (Figura 3). 

A imuno-marcação de NF-кB tanto nuclear quanto citoplasmática, nas diferentes 

amostras, não mostrou influência na quantidade de pacientes vivos ou na sua sobrevida. 

Porém, foi possível observar que NF-кB nuclear mostrou-se mais significativamente expresso 

de maneira moderada e intensa (57, 77.0%; p=0.001), em tumor primário, negativo e fraco, 

em tecido perilesional (52, 70.3%; p=0.012). E NF-кB citoplasmático seguiu o mesmo perfil 

de imuno-marcação. Com maioria significativa em marcação moderada e intensa (56, 75.7%; 

p=0.001), em tumor primário e, em tecido perilesional, negativo e fraca (53, 71.6%; p=0.007) 

(Tabela 11). 

 

4.6 Inter-avaliação entre o percentual e intensidade (histoscore) de imuno-expressão 

para marcadores inflamatórios, de transcrição e proliferação celular em lesão, perilesão 

e metástase linfonodal de CEC 

 

Em teste de associação, observa-se que há uma relação direta entre a imuno-

marcação moderada e intensa de TNF-α, em tumor primário, com o mesmo perfil de imuno-

marcação de COX-2 (24 = 55.8%%) (p<0.001) e com NF-кB nuclear (37, 86.0%; p=0.044), 

assim como com marcação acima de 30% de Ki67. Essa mesma associação ocorre com NF-

кB citoplasmático, em tecido perilesional (17, 39.5; p=0.045) (Tabela 12) (Figura 4).  

O mesmo resultado se repete em COX-2, que mostra associação direta com a 

imuno-marcação moderada e intensa de NF-кB nuclear, em tumor primário (27, 93.1%; 

p=0.012) e tecido perilesional (15, 51.7%; p=0.003), assim como com NF-кB citoplasmático, 

também em tumor primário (27, 93.1%; p=0.011) e tecido perilesional (15, 51.7%; p=0.02) 

(Tabela 13) (Figura 4). 

Ao ser analisada a marcação negativa ou fraca de NF-кB nuclear, houve uma 

relação entre este perfil com a marcação moderada e intensa de TNF-α (6, 50.0%; p=0.043) e 
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COX-2 (7, 58.3%; p=0.032), em metástase linfonodal. Ainda em relação ao NF-кB nuclear, 

este associa-se com a marcação moderada e intensa de sua variante citoplasmática, em tumor 

primário (57, 96.6%; p<0.001) (Tabela 19). E esta associa-se com marcação moderada e 

intensa de NF-кB, em perilesão (22, 37.9%; p=0.008) (Tabela 14) (Figura 4). 
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5  DISCUSSÃO 

 

Nos últimos anos, avanços significativos foram feitos na identificação e compreensão 

dos biomarcadores prognósticos envolvidos na previsão da agressividade do CEC de boca 

(OLIVEIRA, 2011), apesar de ainda não terem sido achados aqueles mais associados 

especificamente a essa neoplasia (JONHANNES, 2013). O sistema de classificação TNM não 

pode predizer as características biológicas do microambiente tumoral, sendo incapaz de 

individualizar o prognóstico. No entanto, é por esse meio que os oncologistas ainda 

determinam o tratamento mais adequado (OLIVEIRA, 2011; JOHANNES, 2013).  

A principal vantagem da identificação de biomarcadores preditivos de prognósticos 

em CEC de boca com o uso da imuno-histoquímica é o estabelecimento de uma associação 

entre a morfologia e a expressão desses biomarcadores, que podem ajudar na determinação da 

sua relevância funcional, além de estabelecer um padrão de expressão. A técnica pode 

também ser utilizada em espécimes embebidos em parafina e fixados em formol, que podem 

ser armazenados por um longo tempo, permitindo estudos retrospectivos de grandes 

populações (DE VICENTE, 2007). 

Neste estudo, foi avaliada a imuno-expressão de marcadores inflamatórios, COX-2 e 

TNF-α, proteínas de transcrição NF-кB e um marcador de proliferação celular, o KI67. Esses 

marcadores foram estudados em busca de encontrar uma relação deles com dados clínico-

patológicos e com os fatores prognósticos dos pacientes estudados, além de se demostrar uma 

correlação de imuno-positividade entre os próprios marcadores. 

Em relação aos dados sociodemográficos, neste trabalho, foi observada a prevalência 

de pacientes do sexo masculino, pardos, analfabetos ou com ensino fundamental incompleto e 

que entraram no hospital pelo SUS, o que corrobora com outros trabalhos nacionais vistos na 

literatura (GERVASIO et al., 2001, DANTAS et al., 2016). No entanto, neste estudo, houve 

prevalência de pacientes com idade inferior aos 60 anos, o que não é comum dentro dos 

estudos epidemiológicos (ODVEIG, 2014; SATOCHI, 2013; DANTAS et al., 2016; 

MORAN, 2013), apesar de AYAZ et al. (2011), no Paquistão, terem observado uma maior 

prevalência de CEC em pacientes com idade inferior a 40 e 65 anos, respectivamente, sendo 

essa doença mais associada a pacientes mais velhos. 

Os dois principais sítios de acometimento foram o assoalho de boca e língua, que são 

as principais regiões de acometimento de tumor primário (GERVASIO et al., 2001; 

IAMAROON, 2004; RIVERA et al., 2014; SANTOS, 2010; LOPEZ, 2015), e o principal 

hábito descrito foi o tabagismo, um hábito ainda muito encontrado em nosso estado e que é o 
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principal fator etiológico do CEC oral (SALES et al., 2006; DE CONDE, 2012). Os CECs 

bem diferenciados ou moderadamente diferenciados foram as gradações histológicas 

majoritariamente levantadas, assim como em outros estudos (DE CONDE, 2012; LOPEZ, 

2015; SATOCHI, 2013).  

Essa neoplasia maligna ainda tem sido diagnosticada em estádios avançados, em nosso 

país (WUNSCH FILHO, 2002), e se observa, na literatura, que países em desenvolvimento 

ainda têm uma deficiência em diagnosticar o CEC oral no início da doença (IAMAROON et 

al., 2004; DURAZZO et al., 2005; IYPE et al., 2001; OJI, 2007 RIVERA et al., 2014). No 

presente trabalho, esse resultado mostra concordância, com tumores diagnosticados com 

tamanho T3 e T4 e estádios III e IV como prevalentes, tratados com cirurgia associada a 

radioterapia e/ou a quimioterapia, que foram as condutas terapêuticas mais adotadas. 

A média de sobrevida de cinco anos apresentada pelos pacientes com Carcinoma 

de Células Escamosas foi de 49±3 meses. Comparada a outros estudos, é considerada dentro 

do esperado, por exemplo, se comparada com o estudo de Alvarez (2013), que avaliou 

tumores em tamanhos menores (T1 e T2) com sobrevida de 80 a 90 meses. No entanto, sabe-

se que há uma grande variação na média de sobrevida, dependendo do local do estudo, do 

tempo de acompanhamento e de fatores socioeconômicos e culturais (CHANDU, 2005; 

ANTUNES et al., 2001; RAZAK et al., 2010).  

Os tamanhos de tumores que influenciaram positivamente na sobrevida dos 

pacientes foram os T1 e T2, e a cirurgia como modalidade de tratamento. Ambos podem estar 

correlacionados entre si, visto que um dos norteadores do tratamento do CEC é o TNM 

(JOHANNES, 2013) e que tumores menores são tratados com cirurgia (DE CONDE, 2012; 

ALVAREZ, 2013; QUAN LI, 2013). Já é bem descrito na literatura que tumores maiores 

diminuem a sobrevida dos pacientes com CEC de maneira significativa (DANTAS et al., 

2016; ODVEIG, 2014; MORAN, 2013).  

Em relação aos marcadores estudados neste trabalho, a expressão da proteína Ki-67 

humana é estritamente ligada à proliferação celular. O fato de a proteína Ki-67 não ser 

expressa em células em repouso (fase G0), e sim durante todas as fases ativas do ciclo celular 

(G1, S, G2 e mitose), torna-a um excelente biomarcador para determinar a fração de células 

que estão se proliferando em um determinado tumor (OLIVEIRA, 2011).  

Alguns trabalhos na literatura têm tentado utilizar o Ki67 como um preditor 

prognóstico nos CECs em boca, porém ainda é difícil utilizá-lo devido à variedade de 

resultados que são encontrados (JOHANNES et al., 2013; SILVA et al., 2009). Por exemplo, 

neste estudo, o Ki67 apresentou-se aumentado, de maneira significativa, em tumores 
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primários, CECs de língua e em outras localizações que não o assoalho bucal e metástases 

linfonodais, porém sem associação com os outros fatores clínico-patológicos avaliados e sem 

influência na sobrevida dos pacientes. Enquanto em uma análise de 113 pacientes com CEC 

de boca, Myoung et al. (2006) correlacionaram a maior expressão de Ki-67 com a sobrevida 

acumulada, confirmando que esse biomarcador fornece informações úteis predizendo um pior 

prognóstico para CEC, conclusão confirmada nos trabalhos de Silva et al. (2008) e Silva et al. 

(2009).  

Lee et al. (2009) mostraram, em seu trabalho, que apesar de existir uma maior imuno-

marcação de Ki67 em tecido tumoral, observa-se uma associação independente da expressão 

desse marcador com a sobrevida dos pacientes. Adicionalmente, Johannes et al. (2013) 

mostram, em seu estudo, que o Ki67, apesar de ser um marcador eficaz no prognóstico de 

câncer de mama (WEIGEL, 2010), não mostra relação com o curso da progressão de CEC nos 

pacientes estudados nem impacto no prognóstico. 

Quanto à marcação de COX-2, observou-se que a porcentagem de imuno-marcação foi 

significantemente maior em tumor primário e em metástase linfonodal, além de o histoscore 

negativo e fraco ter sido mais associado a tecido perilesional, porém esse marcador não foi 

associado a nenhum dado clínico-patológico estudado e também não influenciou na sobrevida 

dos pacientes do estudo. Resultado similar foi encontrado no estudo realizado por Atula et al. 

(2006), no qual não foi encontrada nenhuma correlação entre a imuno-marcação de COX-2 

tanto com os dados clínico-patológicos dos pacientes com câncer como com a sobrevida 

global. A literatura mostra-se controversa em relação à atividade dessa enzima associada à 

melhora ou à piora da sobrevida global dos pacientes.   

Ranelletti et al. (2001), em análise imuno-histoquímica de 61 casos de CECs de  

laringe, observaram que a coloração com COX-2 foi  associada a uma melhor sobrevida 

global e a um risco reduzido de recorrência tumoral. Já nos estudos de Gallo et al. (2002) e de 

Itoh et al. (2003),  a análise imuno-histoquímica de CEC em cavidade oral, orofaringe e 

laringe mostrou que uma coloração intensa de COX-2 estava associada a uma redução da 

sobrevida global e significativamente mais intensa em tumor primário e em metástase 

linfonodal, assim como neste trabalho. 

Esses resultados podem se mostrar controversos devido às diferentes metodologias 

utilizadas, localizações de tumor primário diferentes, dentre outros fatores (RANELLETTI et 

al., 2001; GALLO et al., 2002; ITOH., et al., 2003; BOAS et al., 2010). 

Outro marcador fundamental no entendimento da tumorigênese e progressão tumoral é 

o NF-кB, uma importante proteína que atua na regulação de mais de 150 genes. Esse fator de 
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transcrição está associado a genes que se relacionam a diversas funções celulares, como 

progressão do ciclo celular, regulação da apoptose, inflamação e angiogênse, além de ser 

implicado em processos malignos com funções como invasão tecidual e metástases a distância 

(ALLEN, 2007).   

Nesta pesquisa, NF-кB citoplasmático mostrou uma distribuição significativa em 

tumor primário tanto em relação à porcentagem de marcação quanto a uma marcação 

moderada e intensa, e em metástase linfonodal, assim como foi associado em tumores com 

tamanhos T3 e T4. A sua variante nuclear mostrou uma porcentagem de marcação mais 

significativa em tumor primário, além de ter sido associada a uma maior expressão em tecido 

perilesional de tumores de tamanhos T3 e T4 e em pacientes que apresentavam linfonodos 

positivos em N2 e N3.  

Assim como neste estudo, Arun et al. (2009) demostraram que esse marcador está 

mais expresso em tecido tumoral quando comparado a tecido perilesional e com displasia. 

Além disso, esses autores mostraram que a ativação nuclear se associa com o aumento da 

expressão de proteínas anti-apoptóticas, proliferativas e angiogênicas, tais como Bcl-2, Bcl-xl, 

Cyclina-D1 e VEGF, que promovem o crescimento tumoral.  

Ao ser associado a fatores prognósticos, no presente estudo, esse marcador foi mais 

prevalente em tumores com maiores tamanhos e em pacientes com metástase linfonodal, que 

são tratados com cirurgia aliada a radioterapia e a quimioterapia. Balermpas (2013) observou 

que, em pacientes com intensa imuno-expressão de NF-кB nuclear, houve um menor sucesso 

da quimioterapia e que este é um importante marcador prognóstico e de sobrevida, assim 

como Zhang et al. (2005), que relataram que o NF-кB, em forma nuclear, foi associado a 

tumores mais agressivos com a redução da sobrevida em 45 pacientes com Carcinoma de 

Células Escamosas da amígdala.  

TNF-α foi mais prevalente em tumores primários e em metástase linfonodal tanto em 

porcentagem como em histoscore. Sua marcação foi associada diretamente com tumores T3 e 

T4, N2 e N3 e em tecido perilesional a pacientes que fumavam e bebiam. 

Em relação ao histoscore, foi observado que marcações negativas e fracas estavam 

mais prevalentes tanto em tecido perilesional, metástase linfonodal como em tumor primário, 

além da fraca marcação associada a sobrevida dos pacientes, com uma maior quantidade de 

pacientes vivos.  

 Assim como neste estudo, Biberstein et al. (1995) já haviam demonstrado que essa 

citocina está em níveis mais elevados em tecido tumoral quando comparado com epitélio 
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escamoso, assim como seus receptores. Porém, em seu estudo, eles não observaram 

associação com outras variáveis clínico-patológicas.  

O TNF-α é um mediador inflamatório que tem sido implicado tanto na carcinogênese 

como no processo de progressão tumoral, auxiliando em processos de angiogênese e invasão 

tumoral (LIN, 2007; LANDSKRON et al., 2014). Porém, sua atividade em relação à 

progressão tumoral ainda é controversa (LANDSKRON et al., 2014). 

Lam-ubol et al. (2010) mostraram, em um trabalho com cultura de células de CEC, 

que altas concentrações de TNF-α diminuíam a viabilidade celular e, por consequência, a 

sobrevida dessas células. Chan et al. (2012) mostraram que novos quimioterápicos causam a 

morte de células malignas de CEC através da ativação de receptores de TNF-α, independente 

de mediadores como Bcl-2 e caspase. 

           Nesta pesquisa, observou-se que, dentro do microambiente tumoral, há uma associação 

direta entre a imuno-marcação de TNF-α com o mesmo perfil de marcação de COX-2 e NF-

кB nuclear e Ki67.   

Essa citocina é reconhecida por dois receptores: α, com maior afinidade, expressa de 

forma ubíqua, e TNF-R2, expressa principalmente em células imunes. Os receptores de TNF 

fazem parte de uma grande família de receptores, com domínios extracelulares ricos em 

cisteína, conservados como trímeros e mecanismos de sinalização intracelular compartilhada, 

que podem induzir a apoptose e estimular a expressão gênica e inflamação (ABBAS, 2015). 

A ligação da citocina com seu receptor leva a, pelo menos, quatro vias de sinalizações 

(LANDSKRON et al., 2014), porém as duas mais importantes são relacionadas ao receptor 

TNF-R1. A primeira sinalização é relacionada a aumento da atividade pró-inflamatória e 

estimulação de fatores de transcrição e, ao se ligar ao receptor, ocorre o recrutamento de 

proteínas, chamadas de fatores associados ao receptor de TNF (TRAFs), os TRAFs, por sua 

vez, ativam fatores de transcrição como o NF-кB e a proteína de ativação 1 (AP-1) que, além 

de atividade pró-inflamatória, levam a uma atividade anti-apoptótica (CHEN, 2012). A outra 

sinalização, que ocorre por meio do recrutamento de proteínas adaptadoras, como a de 

domínio de morte associado ao receptor de TNF (TRADD), leva à ativação de caspase-8, 

causando a apoptose (SZLOSAREK, 2006). O que pode estar relacionado com a associação 

encontrada no presente trabalho, em que uma maior quantidade de TNF-α estimula a 

produção e ativação de NF-кB, que, por sua vez, aumentará a produção e ativação de 

proteínas pró-inflamatórias como COX-2, além de contribuir com uma maior proliferação 

celular. 
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Ou seja, observamos que a medida que o TNF se expressa via NF-кB ocorre aumento 

do tumor. Além disso, essas duas citocinas estão envolvidas na transição da perilesão para 

lesão. Foi observado também, neste estudo, que o fumo e o álcool estiveram diretamente 

associados a aumento do Ki-67, TNF e NF-кB na perilesão, e todos os marcadores 

aumentaram comparados à lesão. A partir do momento em que a lesão se estabelece, os níveis 

de TNF, COX-2 e NF-кB param de interferir, mas os níveis de Ki-67 se mantêm elevados. 

Quando ocorre metástase linfonodal, os níveis de mediadores pró-inflamatórios decrescem e o 

ki-67 se mantém constante, sugerindo que o tumor sofre mudança de comportamento no 

linfonodo. 

O estudo de biomarcadores é relevante, já que podem orientar para a utilização de 

drogas bloqueadoras, como por exemplo,  o infliximab, anticorpo monoclonal inibidor de 

TNF-α, utilizado em doenças autoimunes (DUARTE, 2010), porém, o aprofundamento dos 

resultados obtidos a partir de reações de imuno-histoquímica devem ser confirmados através 

da utilização de metodologias de biologia molecular para se poder determinar o mecanismo 

pelo qual essa citocina está influenciando na sobrevida dos pacientes e contribuir ainda mais 

para o estudo do microembiente tumoral do CEC oral 
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6. CONCLUSÃO 

 

No presente estudo, a mostra foi representada em sua maioria, por pacientes do sexo 

masculino, pardos, que utilizam o SUS, do interior do estado, fumantes, que apresentam 

neoplasias em estádios avançados e em região de língua e assoalho bucal. A sobrevida desses 

pacientes está inversamente associada ao seu grau de escolaridade e ao tamanho do tumor, 

mostrando a influência de fatores socioeconômicos sobre o prognóstico dos casos de câncer 

oral. 

Dos marcadores avaliados, o TNF-α destacou-se por influenciar a sobrevida dos 

pacientes, além de estar associado a uma imuno-marcação moderada e intensa de NF-кB e 

COX-2, e a uma maior expressão de Ki67.  
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APÊNDICE 1:  

Tabela 1 – Estadiamento dos Tumores em Região de Cabeça e Pescoço 

Estádio T N M 

Estádio 0 Tis N0 M0 

Estádio I T1 N0 M0 

Estádio II T2 N0 M0 

Estádio III T1, T2, T3 N1 M0 

 T3 N0, N1 M0 

Estádio IVA T1, T2, T3 N2 M0 

 T4a N0, N1, N2  

Estádio IVB Qualquer T N3 M0 

 T4b Qualquer N  

Estádio IVC Qualquer T Qualquer N M1 

Fonte: BRASIL, 2004. 

 

 

Tabela 2 – Anticorpos utilizados para imuno-histoquímica. 

Anticorpo Marca Diluição Controle positivo 

TNF-α Abcam® 1:100  Granuloma Piogênico 

COX 2 Abcam® 1:200 Granuloma Piogênico 

NFкB p65 Abcam® 1:100 Granuloma Piogênico 

Ki-67 Dako® Pronto para uso Linfonodo humano  
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Tabela 3 – Perfil sociodemográfico, clínico-patológico e sobrevida em 5 anos de 

acompanhamento dos pacientes diagnosticados com câncer de boca no Hospital 

Haroldo Juaçaba (2011-2016). 

  Amostra  Vivos  Sobrevida  

  n % p-valora n % p-valora Média±EPM p-valorb 

Geral 76 100.0% -   - 49±3 - 

Localizacao 

  

      

Assoalho de boca 35 46.1% 0.124 28 80.0% 0.217 35±3 0,291 

Língua 26 34.2%  23 95.8%  49±5  

Outros 15 19.7%  13 86.7%  52±5  

Gradação histológica 
  

      

Bem/moderadamente diferenciado 71* 93.4% *<0.001 60 87.0% 0.527 50±3 0,614 

Pobremente diferenciado 5 6.6%  4 80.0%  23±1  

Convenio 
  

      

SUS 73* 96.1% *<0.001 61 85.9% 1.000 48±3 0,331 

Plano de saúde/Privado 3 3.9%  3 100.0%  34±4  

T  
  

      

T1/2 29 38.2% 0.141 28* 100.0% *0.011 59±1* *0,032 

T3/4 47 61.8%  36 78.3%  45±4  

N  
  

      

N0/1 50* 65.8% *0.049 44 91.7% 0.151 52±4 0,151 

N2/3 26 34.2%  20 76.9%  38±4  

M         

M0 74* 97.4% *<0.001 63 87.5% 0.254 50±3 0,297 

M1 2 2.6%  1 50.0%  23±10  

Estádio  
  

      

Estádio 1 e 2 16 21.1%% *<0.001 15 100.0% 0.197 52±4 0,125 

Estádio 3 e 4 60* 78.9%  49 83.1%  47±3  

Sexo 
  

      

Masculino 50* 65.8% *0.049 40 81.6% 0.149 39±3 0,140 

Feminino 26 34.2%  24 96.0%  56±4  

Cor 
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Pardo 61 80.3% *<0.001 51 86.4% 1.000 42±3 0,680 

Não Pardo 15 19.7%  13 86.7%  50±6  

Procedência 
  

      

Capital 25 32.9% *0.032 21 84.0% 0.725 47±5 0,752 

Interior 51 67.1%  43 87.8%  43±3  

Estado civil 
  

      

Com vínculo matrimonial 55 72.4% *0.005 48 88.9% 0.444 45±3 0,470 

Sem vínculo matrimonial 21 27.6%  16 80.0%  46±6  

Hábitos 
  

      

Fuma 30 39.5% 0.672 28 93.3% 0.280 45±3 0,483 

Fuma e bebe 21 27.6%  18 85.7%  45±5  

Não fuma/bebe 25 32.9%  18 78.3%  44±6  

Idade 
  

      

Até 60 anos 43 56.6% 0.416 34 82.9% 0.496 42±4 0,356 

Mais de 60 anos 33 43.4%  30 90.9%  52±4  

Instrução  
  

      

Analfabeto/1º Grau Incompleto 39 51.3% 0.871 30 76.9% *0.015 44±4 0,062 

1º Grau incompleto/2ºGrau/Superior 37 48.7%  34* 97.1%  52±2  

Tratamento realizado 
  

      

Cirurgia 10 13.5% *0.017 10* 100.0% *0.037 24±8 0,074 

Cirurgia + RT 32* 43.2%  30* 93.8%  55±3  

Cirurgia + RT + QT 32* 43.2%  24 75.0%  36±5  

*p<0.05. aTeste qui-quadrado de Pearson ou Exato de Fisher; bTeste Long-Rank Mantel-Cox. (Dados expressos 

em forma de frequência absoluta e percentual). 
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Tabela 4 – Perfil de imuno-marcação de TNF-α, COX-2, NF-кB e Ki67 em tumor primário, 

perilesão e metástase linfonodal de CEC de boca. 

  Média±DP p-Valor 

Percentual de células marcadas   

Ki67   

Perilesão 17.13±8.20 *<0.001 

Tumor 34.50±19.31ª  

Metástase linfonodal 35.19±26.76ª  

COX-2    

Perilesão 39.20±41.07 0.710 

Tumor 63.13±44.87  

Metástase linfonodal 77.33±32.64  

NF-кB citoplasma   

Perilesão 37.00±32.53 *<0.001 

Tumor 81.20±28.37ª  

Metástase linfonodal 79.20±29.20a  

NF-кB núcleo   

Perilesão 87.93±29.03 *0.005 

Tumor 92.07±15.07ª  

Metástase linfonodal 81.87±26.88  

TNF-α    

Perilesão 48.60±48.05 *<0.001 

Tumor 74.33±41.88ª  

Metástase linfonodal 60.53±44.06  

Histoscore   

COX-2   

Perilesão 1.82±2.28 *0.003 

Tumor 4.85±3.63ª  

Metástase linfonodal 3.90±3.66b  

TNF-α   

Perilesão 4.93±2.46 *<0.001 

Tumor 9.07±3.84ª  

Metástase linfonodal 7.60±3.33b  

NF-кB núcleo   

Perilesão 4.80±2.51 *<0.001 

Tumor 8.40±4.27ª  

Metástase linfonodal 7.60±3.72b  

NF-кB citoplasma   

nnPerilesão 3.87±4.22 *<0.001 

Tumor 8.07±4.83ª  

Metástase linfonodal 4.00±3.55b  
Dados expressos em forma de média e desvio-padrão 

ap<0.05 versus Perilesão. bp<0.05 versus Tumor; Teste de Kruskal-Wallis/Mann-Whitney (média ± DP). 
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Tabela 5 – Relação entre o perfil de imuno-marcação de TNF-α, COX-2, NF-кB e Ki67 em 

tumor primário, perilesão e metástase linfonodal de CEC de boca e a gradação histológica do 

tumor primário. 

  Gradação histológica 

 
  

Bem 

Moderadamente Pobremente p-Valor 

Percentual de células marcadas    

Ki67    

Perilesão 14.77±7.15 12.00±8.49 0.545 

Tumor 32.71±16.15 36.00±19.52 0.654 

Metástase linfonodal 37.06±26.37 30.00±12.00 0.999 

COX-2     

Perilesão 44.08±40.14 67.33±28.73 0.177 

Tumor 53.56±43.66 74.40±43.32 0.264 

Metástase linfonodal 81.30±28.78 100.00±0.00 0.220 

NF-кB citoplasma    

Perilesão 51.42±32.39 40.33±38.63 0.521 

Tumor 84.53±22.57 92.40±4.93 0.940 

Metástase linfonodal 82.15±24.82 100.00±0.00 0.059 

NF-кB núcleo    

Perilesão 89.29±26.64 100.00±0.00 0.321 

Tumor 87.90±19.52 89.20±21.95 0.384 

Metástase linfonodal 83.96±24.40 100.00±0.00 0.059 

TNF-α     

Perilesão 59.90±44.37 75.25±46.23 0.399 

Tumor 72.60±39.10 78.80±27.23 0.892 

Metástase linfonodal 64.21±43.99 96.00±5.66 0.470 

Histoscore    

COX-2    

Perilesão 2.04±2.16 1.20±1.79 0.301 

Tumor 4.08±3.83 5.80±3.03 0.230 

Metástase linfonodal 3.89±3.83 8.00±0.00 0.124 

TNF-α    

Perilesão 3.68±3.92 2.60±1.95 0.880 

Tumor 6.32±4.76 7.20±3.63 0.684 

Metástase linfonodal 3.19±3.57 8.00±0.00 0.075 

NF-кB núcleo    

Perilesão 4.45±2.95 4.00±4.00 0.764 

Tumor 8.69±3.84 8.80±4.38 0.866 

Metástase linfonodal 5.05±4.58 10.00±2.83 0.147 

NF-кB citoplasma    

Perilesão 4.28±2.99 4.00±4.00 0.869 

Tumor 8.49±3.97 9.60±3.58 0.554 

Metástase linfonodal 5.00±4.74 10.00±2.83 0.153 

Dados expressos em forma de média e desvio-padrão  
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*p<0.05. Teste de Mann-Whitney (média ± DP). 
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Tabela 6 – Relação entre o perfil de imuno-marcação de TNF-α, COX-2, NF-кB e Ki67 em 

tumor primário, perilesão e metástase linfonodal de CEC de boca e o tamanho do tumor 

primário. 

 
Tamanho do tumor  

 
T1/2 T3/4 p-Valor 

Percentual de células marcadas    

Ki67    

Perilesão 15.79±9.62 13.74±4.62 0.443 

Tumor 37.20±18.54 29.86±13.76 0.187 

Metástase linfonodal 39.56±28.42 34.56±25.61 0.757 

COX-2    

Perilesão 44.21±37.18 45.82±42.14 0.916 

Tumor 56.66±44.68 53.87±43.47 0.691 

Metástase linfonodal 74.64±31.04 87.44±25.93 0.139 

NF-кB citoplasma    

Perilesão 45.61±31.65 54.92±32.86 0.205 

Tumor 84.86±22.21 85.17±21.98 0.720 

Metástase linfonodal 67.25±22.80 89.90±22.26* *0.005 

NF-кB núcleo    

Perilesão 90.39±24.57 89.32±27.54 0.611 

Tumor 92.18±12.88 85.49±22.34 0.173 

Metástase linfonodal 73.25±23.94 89.85±22.67* *0.048 

TNF-α     

Perilesão 55.86±46.77 64.62±42.53 0.312 

Tumor 66.45±42.14 77.15±35.55 0.321 

Metástase linfonodal 35.33±43.39 79.62±36.58* *0.017 

Histoscore    

COX-2    

Perilesão 2.31±2.02 1.79±2.21 0.121 

Tumor 4.21±3.64 4.19±3.93 0.878 

Metástase linfonodal 4.42±3.34 3.96±4.08 0.552 

TNF-α    

Perilesão 3.83±3.94 3.47±3.79 0.697 

Tumor 5.69±4.49 6.81±4.79 0.281 

Metástase linfonodal 1.73±2.49 4.11±3.83 0.084 

NF-кB núcleo    

Perilesão 5.00±2.70 4.06±3.14 0.139 

Tumor 8.66±3.25 8.72±4.20 0.590 

Metástase linfonodal 3.92±4.60 5.89±4.57 0.231 

NF-кB citoplasma    

Perilesão 4.66±2.77 4.02±3.19 0.364 

Tumor 8.41±3.55 8.66±4.19 0.538 

Metástase linfonodal 3.50±4.68 6.00±4.68 0.160 

Dados expressos em forma de média e desvio-padrão  

*p<0.05. Teste de Mann-Whitney (média ± DP). 
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Tabela 7 – Relação entre o perfil de imuno-marcação de TNF-α, COX-2, NF-кB e Ki67 em 

tumor primário, perilesão e metástase linfonodal de CEC de boca com a presença de 

metástase linfonodal. 

  Metástase Linfonodal  

  N0/1 N2/3 p-Valor 

Percentual de células marcadas    

Ki67    

Perilesão 14.64±7.81 14.50±4.69 0.966 

Tumor 34.31±17.82 29.15±10.10 0.702 

Metástase linfonodal 38.53±28.70 29.67±6.81 0.953 

COX-2 citoplasma    

Perilesão 48.86±39.49 38.17±40.37 0.230 

Tumor 50.69±43.60 62.96±43.49 0.185 

Metástase linfonodal 77.00±31.44 86.53±25.83 0.560 

NF-кB citoplasma    

Perilesão 54.07±31.66 44.73±33.78 0.374 

Tumor 85.63±20.86 83.96±24.18 0.933 

Metástase linfonodal 76.10±26.18 87.50±22.99 0.578 

NF-кB núcleo    

Perilesão 91.12±24.83 87.18±28.88 0.640 

Tumor 90.59±16.13 83.08±24.31 0.344 

Metástase linfonodal 75.60±23.37 90.39±23.06 0.116 

TNF-α    

Perilesão 62.42±44.38 57.77±44.93 0.544 

Tumor 70.51±39.25 77.73±36.77 0.630 

Metástase linfonodal 39.27±42.79 82.00±35.86* *0.009 

COX-2    

Perilesão 2.10±1.91 1.77±2.55 0.172 

Tumor 3.64±3.71 5.27±3.80 0.071 

Metástase linfonodal 4.33±3.66 3.96±4.00 0.686 

TNF-α    

Perilesão 3.90±4.05 3.04±3.36 0.461 

Tumor 6.06±4.73 7.00±4.60 0.379 

Metástase linfonodal 2.64±4.16 3.88±3.32 0.182 

NF-кB núcleo    

Perilesão 4.80±3.10 3.69±2.71 0.121 

Tumor 9.44±3.41* 7.27±4.28 *0.027 

Metástase linfonodal 5.07±5.24 5.44±4.30 0.907 

NF-кB citoplasma    

Perilesão 4.50±3.24 3.81±2.58 0.338 

Tumor 9.12±3.84 7.50±3.96 0.068 

Metástase linfonodal 4.93±5.60 5.44±4.30 0.815 

Dados expressos em forma de média e desvio-padrão  

*p<0.05. Teste de Mann-Whitney (média ± DP).  
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Tabela 8 – Relação entre o perfil de imuno-marcação de TNF-α, COX-2, NF-кB e Ki67 em 

tumor primário, perilesão e metástase linfonodal de CEC de boca e o estadiamento do tumor 

primário. 

 Estadiamento  

 Estádio 1 e 2 Estádio 3 e 4 p-Valor 

Percentual de células marcadas    

Ki67    

Perilesão 17.90±9.98 13.17±5.08 0.107 

Tumor 40.57±19.76 29.76±13.53 0.107 

Metástase linfonodal 38.43±20.96 36.18±30.27 0.683 

COX-2    

Perilesão 51.40±39.98 43.29±39.98 0.473 

Tumor 54.13±43.86 55.17±43.99 0.915 

Metástase linfonodal - 82.59±28.15 - 

NF-кB citoplasma    

Perilesão 61.33±24.10 47.78±34.13 0.233 

Tumor 91.19±8.32 83.39±24.12 0.625 

Metástase linfonodal - 83.43±24.33 - 

NF-кB núcleo    

Perilesão 98.27±4.59 87.24±29.25 0.228 

Tumor 95.88±7.81* 85.85±21.19 *0.015 

Metástase linfonodal - 85.11±23.85 - 

TNF-α     

Perilesão 78.80±35.07 55.46±45.61 0.079 

Tumor 77.44±39.86 71.81±38.15 0.241 

Metástase linfonodal - 66.33±43.22 - 

Histoscore    

COX-2    

Perilesão 2.69±2.47 1.80±2.02 0.154 

Tumor 4.25±3.87 4.18±3.81 0.927 

Metástase linfonodal - 4.10±3.84 - 

TNF-α    

Perilesão 5.00±3.79 3.23±3.78 0.065 

Tumor 7.44±4.26 6.10±4.78 0.351 

Metástase linfonodal - 3.44±3.64 - 

NF-кB núcleo    

Perilesão 5.50±2.48 4.13±3.08 0.084 

Tumor 9.38±2.99 8.52±4.04 0.604 

Metástase linfonodal - 5.30±4.61 - 

NF-кB citoplasma    

Perilesão 5.44±2.53 3.95±3.09 0.063 

Tumor 9.38±2.99 8.35±4.14 0.523 

Metástase linfonodal - 5.25±4.76 - 
Dados expressos em forma de média e desvio-padrão  

*p<0.05. Teste de Mann-Whitney (média ± DP). 
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Tabela 9 – Relação entre o perfil de imuno-marcação de TNF-α, COX-2, NF-кB e Ki67 em 

tumor primário, perilesão e metástase linfonodal de CEC de boca e os hábitos deletérios dos 

pacientes. 

  Hábitos   

  

Não 

fuma/bebe Fuma 

Fuma e 

bebe p-Valor 

Percentual de células marcadas     

Ki67     

Perilesão 12.40±4.16 17.32±7.50 10.11±4.91b *0.014 

Tumor 31.71±9.13 31.64±17.53 36.67±20.25 0.729 

Metástase linfonodal 31.21±8.15 37.06±26.37 30.0±12.65 0.987 

COX-2     

Perilesão 49.09±38.74 33.42±35.16 54.85±44.48 0.224 

Tumor 59.96±44.70 50.72±42.32 54.81±45.74 0.623 

Metástase linfonodal 81.09±33.97 75.75±29.51 89.70±20.13 0.504 

NF-кB citoplasma     

Perilesão 53.43±35.97 43.00±29.83 57.75±31.11 0.366 

Tumor 86.42±20.78 87.03±16.96 80.67±28.90 0.838 

Metástase linfonodal 72.33±32.58 87.88±17.42 89.27±19.31 0.368 

NF-кB núcleo     

Perilesão 90.48±28.23 81.29±32.31a 99.25±2.73b *0.030 

Tumor 87.71±22.00 91.07±11.01 83.90±25.44 0.925 

Metástase linfonodal 73.00±35.49 92.63±13.16 89.55±14.43 0.355 

TNF-α     

Perilesão 70.27±42.85 43.13±43.11a 70.85±42.79b *0.035 

Tumor 73.44±36.60 77.55±36.54 66.24±43.32 0.483 

Metástase linfonodal 65.11±45.98 59.67±44.72 72.25±43.10 0.502 

Histoscore     

COX-2     

Perilesão 2.16±1.89 1.63±2.33 2.29±2.17 0.247 

Tumor 4.60±3.72 3.63±3.63 4.52±4.18 0.630 

Metástase linfonodal 5.31±4.31 2.64±3.63 4.46±3.28 0.157 

TNF-α     

Perilesão 4.72±4.31 2.03±2.54a 4.52±4.14b *0.030 

Tumor 7.44±5.20 6.00±4.17 5.67±4.70 0.363 

Metástase linfonodal 4.08±4.44 2.07±2.43 4.31±3.75 0.307 

NF-кB núcleo     

Perilesão 4.68±3.15 3.30±2.73 5.71±2.70 0.015 

Tumor 8.80±4.37 8.93±3.44 8.24±3.87 0.731 

Metástase linfonodal 4.15±4.79 5.00±4.76 6.77±4.23 0.296 

NF-кB citoplasma     

Perilesão 4.28±3.26 3.43±2.66 5.43±2.99 0.080 

Tumor 8.84±4.32 8.37±3.90 8.52±3.67 0.745 

Metástase linfonodal 4.00±4.90 4.86±4.75 6.92±4.52 0.232 

Dados expressos em forma de média e desvio-padrão 
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ap<0.05 versus Não fumante/não etilista. bp<0.05 versus Fumante; Teste de Kruskal-Wallis/Mann-Whitney 

(média ± DP). 
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Tabela 10 – Relação entre o perfil de imuno-marcação de TNF-α, COX-2, NF-кB e Ki67 em 

tumor primário, perilesão e metástase linfonodal de CEC de boca e o tratamento realizado. 

  Tratamento realizado  

  Cirurgia 

Cirurgia + 

RT 

Cirurgia + 

RT + QT p-Valor 

Percentual de células marcadas     

Ki67     

Perilesão 19.63±7.54 13.09±4.95 12.93±7.40 0.027 

Tumor 33.78±17.65 33.95±14.36 31.42±17.93 0.860 

Metástase linfonodal 36.57±18.55 42.71±33.57 28.00±28.52 0.630 

COX-2      

Perilesão 53.50±40.30 35.70±38.07 52.97±41.62 0.274 

Tumor 36.30±41.00 48.29±46.27 67.53±38.84 0.058 

Metástase linfonodal - 83.83±25.87 80.56±31.02 0.614 

NF-кB citoplasma     

Perilesão 47.88±14.43 51.38±37.13 49.34±32.10 0.909 

Tumor 87.90±10.18 81.90±26.19 86.59±20.78 0.697 

Metástase linfonodal - 84.22±23.59 83.33±26.01 0.979 

NF-кB núcleo     

Perilesão 96.75±6.04 88.00±28.35 88.76±28.39 0.734 

Tumor 95.20±9.84 88.55±20.60b 84.78±21.00a *0.049 

Metástase linfonodal - 87.44±17.17 84.00±27.57 0.835 

TNF-α citoplasma     

Perilesão 77.75±36.15 48.77±46.62 64.34±43.30 0.178 

Tumor 77.60±41.52 69.19±38.94 76.59±36.39 0.590 

Metástase linfonodal - 47.00±44.40 81.06±37.34 0.038 

Histoscore     

COX-2     

Perilesão 1.90±1.66 1.75±2.08 2.28±2.40 0.542 

Tumor 2.20±2.62 3.56±3.82b 5.47±3.72a *0.022 

Metástase linfonodal - 4.44±3.78 3.87±4.03 0.585 

TNF-α     

Perilesão 3.40±2.99 3.09±4.14 3.78±3.54 0.367 

Tumor 6.50±4.14 5.50±4.46 7.22±4.96 0.344 

Metástase linfonodal  2.13±2.80 4.39±3.94 0.075 

NF-кB núcleo     

Perilesão 3.60±2.27 4.44±3.17 4.44±3.03 0.750 

Tumor 9.00±2.87 8.72±3.75 8.38±4.29 0.980 

Metástase linfonodal - 4.44±5.05 5.61±4.21 0.396 

NF-кB citoplasma     

Perilesão 3.50±2.27 4.00±3.30 4.53±2.93 0.645 

Tumor 9.00±2.87 8.22±4.26 8.56±3.99 0.954 

Metástase linfonodal - 4.38±5.07 5.57±4.47 0.436 

Dados expressos em forma de média e desvio-padrão 
ap<0.05 versus Cirurgia. bp<0.05 versus Cirurgia + RT; Teste de Kruskal-Wallis/Mann-Whitney (média ± DP). 
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Tabela 11 – Relação entre a sobrevida média e o perfil de imuno-marcação de TNF-α, COX-

2, NF-кB e Ki67 em tumor primário, perilesão e metástase linfonodal de CEC de boca 

  Amostra  Vivos  Sobrevida  

  n % p-valora n % p-valora Média±EPM p-valorb 

Ki67 (cutpoint = 30%)         

Tumor         

Até 30% 23 47.9% 1.000 20 87.0% 1.000 46±4 0.730 

Mais de 30% 25 52.1%  21 84.0%  36±4  

Perilesão         

Até 30% 31* 93.9% *<0.001 28 90.3% 1.000 44±2 0,498 

Mais de 30% 2 6.1%  2 100.0%  45±8  

Metástase linfonodal         

Até 30% 9 50.0% 1.000 9 100.0% 1.000 47±3 0,317 

Mais de 30% 9 50.0%  8 88.9%  45±5  

COX2 (histoscore)         

Tumor         

Negativo/Fraco 46 62.2% 0.136 41 89.1% 0.498 46±3 0,832 

Moderado/Intenso 28 37.8%  23 82.1%  44±4  

Perilesão         

Negativo/Fraco 71 95.9% *<0.001 61 85.9% 1.000 48±3 0,352 

Moderado/Intenso 3 4.1%  3 100.0%  52±4  

Metástase linfonodal         

Negativo/Fraco 26 66.7% 0.133 22 84.6% 0.666 34±3 0,889 

Moderado/Intenso 13 33.3%  10 76.9%  35±4  

TNF (histoscore)         

Tumor         

Negativo/Fraco 32 43.2% 0.410 31* 96.9% *0.036 52±1 *0.020 

Moderado/Intenso 42 56.8%  33 78.6%  45±4  

Perilesão         

Negativo/Fraco 57 77.0% *0.001 50 87.7% 0.687 42±3 0,909 

Moderado/Intenso 17 23.0%  14 82.4%  48±6  

Metástase linfonodal         
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Negativo/Fraco 28 73.7% *0.034 25* 89.3% *0.040 38±3 0,054 

Moderado/Intenso 10 26.3%  6 60.0%  21±3  

NF-кB núcleo (histoscore)         

Tumor         

Negativo/Fraco 17 23.0% *0.001 13 76.5% 0.224 30±5 0.064 

Moderado/Intenso 57 77.0%  51 89.5%  52±3  

Perilesão         

Negativo/Fraco 52 70.3% *0.012 43 82.7% 0.264 45±4 0.098 

Moderado/Intenso 22 29.7%  21 95.5%  51±2  

Metástase linfonodal         

Negativo/Fraco 19 48.7% 1.000 15 78.9% 0.695 23±3 0,145 

Moderado/Intenso 20 51.3%  17 85.0%  37±3  

NF-кB citoplasma (histoscore)         

Tumor         

Negativo/Fraco 18 24.3% *0.001 14 77.8% 0.244 30±4 0,068 

Moderado/Intenso 56 75.7%  50 89.3%  52±3  

Perilesão         

Negativo/Fraco 53 71.6% *0.007 44 83.0% 0.264 45±4 0,098 

Moderado/Intenso 21 28.4%  20 95.2%  51±2  

Metástase linfonodal         

Negativo/Fraco 20 51.3% 1.000 16 80.0% 1.000 25±3 0,269 

Moderado/Intenso 19 48.7%  16 84.2%  37±3  

*p<0.05. aTeste qui-quadrado de Pearson ou Exato de Fisher; bTeste Long-Rank Mantel-Cox. (Dados expressos 

em forma de frequência absoluta e percentual). 
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Tabela 12 – Inter-avaliação entre o histoscore de imuno-expressão de TNF-α em tumor 

primário com marcadores inflamatórios, de transcrição e proliferação celular em tumor 

primário, perilesão e metástase linfonodal de CEC. 

  TNF tumor histoscore   

  
Negativa 

Fraco 

Moderada 

Intensa 

p-

Valor 

ki67 (>30%) 

  

  

Tumor 12 13* 0.075 

  70.6% 41.9%   

Perilesão 2 0 0.148 

  15.4% 0.0%   

Metástase linfonodal 4 5   

  50.0% 50.0% 1.000 

COX-2 (histoscore 

moderado/Intenso) 

  

  

Tumor 5 24* *<0.001 

  15.2% 55.8%   

Perilesão 0 3 0.253 

  0.0% 7%   

Metástase linfonodal 7 6 1.000 

  35.0% 30.0%   

TNF (histoscore 

moderado/Intenso) 

  

  

Tumor - - -  

  - -   

Perilesão 4 15* *0.032 

  12.1% 34.9%   

Metástase linfonodal 5 5 1.000 

  26.3% 25.0%   

NF-кB nucleo (histoscore 

moderado/Intenso) 

  

  

Tumor 22 37* *0.044 

  67.7% 86.0%   

Perilesão 7 17 0.089 

  21.2% 39.5%   

Metástase linfonodal 9 12 0.527 

  45.0% 60%   

NF-кB citoplasma 

(histoscore 

moderado/Intenso) 

  

  

Tumor 22 36 0.083 

  66.7% 86.7%   

Perilesão 6 17* *0.045 

  18.2% 39.5%   

Metástase linfonodal 9 11 0.752 

  45.0% 55.0%   
*p<0.05. teste qui-quadrado ou exato de Fisher. Dados expressos em forma de frequência absoluta e percentual 
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Tabela 13 – Inter-avaliação entre o histoscore de imuno-expressão de COX-2 em tumor 

primário com marcadores inflamatórios, de transcrição e proliferação celular em tumor 

primário, perilesão e metástase linfonodal de CEC. 

  COX-2 tumor histoscore   

  
Negativa 

Fraco 

Moderada 

Intensa p-Valor 

ki67 (>30%) 

  
  

Tumor 16 9 1.000 

  51.6% 52.9%  

Perilesão 2 0 1.000 

  8.7% .0%  

Metástase linfonodal 8 1 1.000 

  47.1% 100.0%  

COX-2 (histoscore 

moderado/Intenso)    

Tumor - - - 

  - -  

Perilesão 0 3 0.052 

  .0% 10.3%  

Metástase linfonodal 9 4 1.000 

  39.1% 23.5%  

TNF (histoscore 

moderado/Intenso)    

Tumor 19 24* *<0.001 

  40.4% 82.8%  

Perilesão 8 11* *0.041 

  17.0% 37.9%  

Metástase linfonodal 8 2 0.140 

  36.4% 11.8%  

NF-кB núcleo (histoscore 

moderado/Intenso) 

  

 

Tumor 32 27* *0.012 

  68.1% 93.1%  

Perilesão 9 15* *0.003 

  19.1% 51.7%  

Metástase linfonodal 12 9 1.000 

  52.2% 52.9%  

NF-кB citoplasma 

(histoscore 

moderado/Intenso) 

  

 

Tumor 31 27* *0.011 

  66.0% 93.1%  

Perilesão 8 15* *0.002 

  17.0% 51.7%  

Metástase linfonodal 11 9 0.749 

  47.8% 52.9%  

*p<0.05. teste qui-quadrado ou exato de Fisher. Dados expressos em forma de frequência 

absoluta e percentual 
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Tabela 14 – Inter-avaliação entre o histoscore de imuno-expressão de NF-кB nuclear em 

tumor primário com marcadores inflamatórios, de transcrição e proliferação celular em tumor 

primário, perilesão e metástase linfonodal de CEC. 

  
NF-кB  nuclear tumor 

histoscore   

  
Negativa 

Fraco 

Moderada 

Intensa p-Valor 

ki67 (30%) 

  
  

Tumor 7 18 0.087 

  77.8% 46.2%  

Perilesão 1 1 0.081 

  25.0% 3.4%  

Metástase linfonodal 2 7 1.000 

  66.7% 46.7%  

COX-2 (histoscore 

moderado/Intenso)    

Tumor 2 27* *0.012 

  11.8% 45.8%  

Perilesão 1 2 0.538 

  5.9% 3.4%  

Metástase linfonodal 7* 6 *0.032 

  58.3% 21.4%  

TNF (histoscore 

moderado/Intenso)    

Tumor 6 37* *0.044 

  35.3% 62.7%  

Perilesão 2 17 0.211 

  11.8% 28.8%  

Metástase linfonodal 6* 4 *0.043 

  50.0% 14.8%  

NF-кB núcleo (histoscore 

moderado/Intenso) 

  

 

Tumor - - - 

  - -  

Perilesão 3 21 0.238 

  17.6% 35.6%  

Metástase linfonodal 7 14 0.736 

  58.3% 50.0%  

NF-кB citoplasma 

(histoscore 

moderado/Intenso) 

  

 

Tumor 1 57* *<0.001 

  5.9% 96.6%  

Perilesão 2 21 0.076 

  11.8% 35.6%  

Metástase linfonodal 7 13 0.490 

  58.3% 46.4%  
*p<0.05. teste qui-quadrado ou exato de Fisher. Dados expressos em forma de frequência absoluta e percentual. 
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Tabela 15 – Inter-avaliação entre o histoscore de imuno-expressão de NF-кB citoplasmático 

em tumor primário com marcadores inflamatórios, de transcrição e proliferação celular em 

tumor primário, perilesão e metástase linfonodal de CEC. 

  
NF-кB citoplasma tumor 

histoscore  

  
Negativa 

Fraco 

Negativa 

Fraco p-Valor 

ki67 (30%) 

  
  

Tumor 7 18 0.292 

  70.0% 47.4%  

Perilesão 1 1 0.284 

  20.0% 3.6%  

Metástase linfonodal 3 6 0.576 

  75.0% 42.9%  

COX-2 (histoscore 

moderado/Intenso)    

Tumor 2 27* *0.011 

  11.1% 46.6%  

Perilesão 1 2 0.561 

  5.6% 3.4%  

Metástase linfonodal 6 7 0.201 

  46.2% 25.9%  

TNF (histoscore 

moderado/Intenso)    

Tumor 7 36 0.083 

  38.9% 62.1%  

Perilesão 2 17 0.211 

  11.1% 29.3%  

Metástase linfonodal 5 5 0.253 

  38.5% 19.2%  

NF-кB núcleo (histoscore 

moderado/Intenso) 

  

 

Tumor 2 57* *<0.001 

  11.1% 98.3%  

Perilesão 2 22* *0.042 

  11.1% 37.9%  

Metástase linfonodal 7 14 0.906 

  53.8% 51.9%  

NF-кB citoplasma 

(histoscore 

moderado/Intenso) 

  

 

Tumor - - - 

  - -  

Perilesão 1 22* *0.008 

  5.6% 37.9%  

Metástase linfonodal 7 13 0.736 

  53.8% 48.1%  
*p<0.05. teste qui-quadrado ou exato de Fisher. Dados expressos em forma de frequência absoluta e percentual 
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APÊNDICE 2 

 

Figura 2 – Curva de sobrevida com influência da imuno-expressão de TNF-α em tumor 

primário (long-rank Mantel–Cox). 

 

Fonte: Programa de Pós-graduação em Odontologia 

 

Figura 3 – Associação entre o percentual e intensidade de imuno-expressão de marcadores 

inflamatórios, de transcrição e proliferação celular em lesão, perilesão e metástase linfonodal 

de CEC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Programa de Pós-graduação em Odontologia 
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