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RESUMO 

 

O carcinoma espinocelular (CEC) oral é um relevante problema de saúde pública, 
com um prognóstico ainda sombrio (taxa de sobrevida reduzida inferior a 50% em 5 
anos) e ainda não apresenta marcadores específicos capazes de predizer seu 
prognóstico. No intuito de um melhor compreender os fatores prognósticos 
relacionados à carcinogênese oral, este estudo objetivou avaliar o valor prognóstico 
de sistemas de gradação histopatológica, baseado no: modelo de brotamento e 
profundidade de invasão (modelo BD), modelo de risco histológico (modelo HR), 
modelo da Organização Mundial da Saúde (OMS), relação tumor-estroma (TSR) e 
TSR associado ao modelo BD (TSR e MBD). Adicionalmente avaliamos a 
imunoexpressão de proteínas relacionadas à tumorigênese oral como: 
stanniocalcina 2 (STC2), pró-peptídeo N-terminal do pró-colágeno tipo I (PINP), fator 
eucariótico de elongação delta 1 (EFF1D), Plectina e Fascina, em 124 amostras de 
CEC de língua e assoalho bucal oriundas do Brasil e Chile. Os resultados em 
análise univariada, revelaram que margens cirúrgicas comprometidas (p=0,05), 
mostrou significância para sobrevida específica de doença e resposta linfocitária tipo 
I e II (p=0,02) foi significante para sobrevida livre de doença. Em relação aos 
modelos observamos que escore alto dos modelos BD (p=0,05), da OMS (p=0,001) 
e HR (p=0,05) mostraram significância para sobrevida específica de doença. Mais de 
cinco brotamentos no fronte de invasão (p=0,03; p=0,01), e escore alto da 
associação de TRS e MBD (p=0,05; p=0,01), mostraram significância para sobrevida 
específica e livre de doença. Associação de TSR e MBD resistiu à análise 
multivariada de Cox para os sistemas de gradações histopatológicas, após ajuste 
para outros fatores prognósticos, considerando tanto sobrevida específica (p=0,03) 
quanto a livre de doença (p=0,03). Em relação aos marcadores a alta 
imunoexpressão de STC2 (p=0,05; p=0,02) revelaram significância para sobrevida 
específica e resistiram para sobrevida livre de doença e mais de 50% de células 
marcadas no estroma com PINP (p=0,04) mostraram significância para sobrevida 
livre de doença. Marcadores imuno-histoquímicos com TSR e MBD, em análise 
multivariada de Cox, os parâmetros resistentes foram margens cirúrgicas 
comprometidas (p=0,03) para sobrevida específica de doença e sequência de 
tratamento multimodalidade (p=0,02) e alta imunoexpressão de STC2 (p=0,04) para 
sobrevida livre de doença. A associação de TSR e MBD revelou um importante 
sistema de gradação histológica e tal modelo pode ser útil como auxiliar para 
estabelecer o prognóstico para CEC de língua e assoalho bucal. Além disso, 
constatou-se que STC2 e PINP a utilidade de um possível fator prognóstico para o 
CEC língua e assoalho bucal. 
 
Palavras-chave: Carcinoma espinocelular oral. Brotamento. Profundidade de 
invasão. Marcadores. Prognóstico. 
 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Squamous cell carcinoma (SCC) is an important public health problem, with a poor 
prognosis (reduced survival rate of less than 50% in 5 years) and still does not 
provide specific markers able to predict your prognosis. In order to better understand 
the prognostic factors related to oral carcinogenesis, this study aimed to evaluate the 
prognostic value of histopathological grading systems, based on: budding model and 
depth of invasion (BD model), histological risk model (HR), model of the World Health 
Organization (WHO), tumor-stroma ratio (TSR) TSR and associated with the model 
BD (TSR and MBD). Additionally we evaluated the expression of proteins related to 
tumorigenesis: oral stanniocalcin 2 (STC2), N-terminal pro-peptide of pro-collagen 
type I (PINP), eukaryotic translation elongation factor 1 delta (EFF1D), Plectin and 
Fascin, in 124 samples of SCC tongue and mouth floor from Brazil and Chile. The 
results in univariate analysis revealed that compromised surgical margins (p=0.05) 
showed significance for disease-specific survival and type I and II lymphocytic 
response (p=0.02) was significant for disease-free survival. In relation to the models 
we observed that high score of BD (p=0.05), WHO (p=0.001) and HR (p=0.05) 
showed significance for disease-specific survival. More than five budding the front 
invasion (p=0.03; p=0.01), and high score of association of TRS and MBD (p=0.05; 
p=0.01), showed significance for specific survival and disease-free. Association of 
TSR and MBD resisted the multivariate analysis of Cox for the histopathological 
grading systems, after adjustment for other prognostic factors, considering both 
specific survival (p=0.03) and free of disease (p=0.03). In relation to the high 
expression of markers STC2 (p=0.05; p=0.02) revealed significance to specific 
survival and resisted for survival, disease-free and more than 50% of marked cells in 
the stroma with PINP (p=0.04) showed significance for disease-free survival. 
Immunohistochemical markers with TSR and MBD in multivariate Cox analysis, the 
parameters were resistant surgical margins compromised (p=0.03) for disease-
specific survival and multimodality treatment sequence (p=0.02) and high expression 
of STC2 (p=0.04) for disease-free survival. The association of TSR and MBD 
revealed an important histological grading system and such a model can be useful as 
an aid to establish the prognosis for SCC of tongue and mouth floor. In addition, it 
was noted that STC2 and PINP the usefulness of a potential prognostic factor for the 
SCC tongue and mouth floor. 
 
Keywords: Squamous cell carcinoma. Budding. Depth of invasion. Markers.                                  
Prognosis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Considerando que o carcinoma espinocelular (CEC) oral é o tumor maligno de 

cavidade oral mais frequente e que ainda apresenta um prognóstico desfavorável, 

permanecendo entre 50 e 60% para um período de 5 anos, e que isso reflete o 

diagnóstico da doença normalmente em estágio avançado e à elevada propensão 

para a invasão local e a disseminação regional e à distância, a identificação de 

novos potenciais marcadores prognóstico podem auxiliar na determinação de um 

prognóstico mais assertivo para o CEC oral. Vale ressaltar que várias características 

moleculares e histopatológicas têm sido propostas como fatores prognósticos do 

CEC oral, porém nenhuma ainda é utilizada na prática clínica, levando a utilização 

do tradicional sistema de estadiamento clínico do paciente, baseado no sistema 

TNM, para indicar o manejo e prognóstico do paciente. No entanto, em muitos casos 

esses fatores são inadequados e incapazes de discriminar o comportamento 

biológico de tumores com o mesmo estadiamento. Isso mostra a necessidade de 

buscar novos marcadores biológicos, que possam refletir melhor a diversidade 

biológica da doença e prever com mais acurácia a resposta do paciente às terapias 

utilizadas convencionalmente.   

No intuito de um melhor conhecimento dos eventos biológicos relacionados à 

carcinogênese oral, bem como a identificação de marcadores que possam contribuir 

para o prognóstico e tratamento de pacientes com esse tumor, este estudo objetivou 

avaliar o valor prognóstico tanto de sistemas de gradação histopatológica como o 

modelo de brotamento e profundidade de invasão (modelo BD), modelo de risco 

histológico (modelo HR), modelo da Organização Mundial da Saúde (OMS), sistema 

relação tumor-estroma (sistema TSR) e TSR associado ao modelo BD (TSR e MBD), 

quanto da imunoexpressão de proteínas relacionadas à tumorigênese oral como: 

stanniocalcina 2 (STC2), pró-peptídeo N-terminal do pró-colágeno tipo I (PINP), fator 

eucariótico de elongação delta 1 (EFF1D), Plectina e Fascina. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

A revisão do presente estudo está embasada em definições e exemplos, 

encontrados na literatura, que denotam a importância de melhorar sobrevida e 

avaliar prognóstico em pacientes com o carcinoma espinocelular de língua e 

assoalho bucal e a falta de marcadores imuno-histoquímicos para predizer 

prognóstico. 

 

2.1 Características epidemiológicas do carcinoma espinocelular (CEC) oral 
 

O CEC, também denominado carcinoma de células escamosas ou carcinoma 

epidermoide, é uma neoplasia maligna de origem epitelial, abrangendo cerca de 4% 

das neoplasias malignas em todo o mundo (LINGEN et al., 2008). Por representar 

mais de 95% de todas as neoplasias malignas em cavidade oral, os CECs são 

genericamente chamados de câncer oral (BARNES, 2005). 

De acordo com os últimos relatórios da Agência Internacional de Pesquisa 

sobre Câncer (IARC), o câncer oral (código CID-10 C00-08) que, inclui localizações 

como mucosa labial, mucosa bucal, assoalho da boca, rebordo alveolar e gengiva, 

dois terços anteriores da língua (anterior às papilas circunvaladas), palato duro e 

trígono-retromolar, tem uma incidência anual de mais de 300.000 casos 

diagnosticados e a mortalidade anual é de cerca de 145.000 mortes (CHI; DAY; 

NEVILLE, 2015; RIVERA, 2015). Especificamente por área geográfica, aquelas que 

apresentam uma elevada incidência de câncer oral são encontrados no Sul e 

Sudeste da Ásia (Sri Lanka, Índia, Paquistão e Taiwan), no Oeste (França) e na 

Europa Oriental (Hungria, Eslováquia e Eslovénia), na América Latina e no Caribe 

(Brasil, Uruguai e Porto Rico) e regiões do Pacífico (Papua-Nova Guiné e Melanésia) 

(WARNAKULASURIYA, 2009; CHI; DAY; NEVILLE, 2015; RIVERA, 2015; ALI et al., 

2017). No Brasil, o Instituto Nacional de Câncer (INCA), estimou 3.500 novos casos 

em mulheres e 11.200 em homens, para o ano de 2018. Tais valores correspondem 

a um risco estimado de 10,86 novos casos a cada 100 mil homens e 3,28 casos a 

cada 100 mil mulheres (INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER, 2018). A incidência é 

considerada uma das mais altas do mundo, sendo o quinto tipo de câncer mais 

comum em homens e o décimo segundo nas mulheres. 
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Preferencialmente, o CEC oral acomete homens brancos (proporção homem-

mulher: 2:1) após a quinta década de vida, tabagistas e etilistas (BARNES, 2005). 

Interessantemente, estudos epidemiológicos recentes têm sugerido que 4 a 6% dos 

casos de câncer oral no mundo tem ocorrido em adultos jovens, entre 18-45 anos 

(MAJCHRZAK et al., 2014). Tais pacientes parecem fugir do “padrão típico”, já que 

muitos não fazem uso de tabaco ou ingerem bebidas alcoólicas, o que indica uma 

entidade clínica distinta, na qual fatores genéticos, infecções virais e fatores de risco 

comportamentais podem estar associados (MAJCHRZAK et al., 2014; DE MORAIS 

et al., 2017; CHAPMAN et al., 2018). 

O câncer oral é uma doença com etiologia multifatorial (RIVERA, 2015). 

Nenhum agente ou fator (carcinogênico) isolado tem sido claramente definido ou 

aceito, porém tanto fatores extrínsecos como intrínsecos podem contribuir para o 

desenvolvimento dessa desordem. Dentre os fatores ambientais, os mais 

correlacionados são o fumo de tabaco e à exposição da mucosa ao álcool presente 

em mais de 90% de todos os casos de CEC oral (RIVERA, 2015; ALI et al., 2017; 

CHAPMAN et al., 2018). O risco de desenvolver o câncer oral é 3 vezes maior em 

fumantes em comparação com não fumantes (GANDINI et al., 2008). Além disso, o 

risco de câncer oral é 35% menor em pessoas que param de fumar há quatro anos 

do que aqueles que continuam a fumar, e insuficiente em pessoas sem 

antecedentes de fumar há mais de 20 anos, quando comparados com pessoas que 

nunca fumaram. Um ambiente com fumaça de cigarro também é arriscado; o risco 

de câncer oral é 87% maior naqueles que nunca fumaram, mas foram expostos a 

um ambiente com fumaça de cigarro (fumante passivo) em comparação com 

aqueles que nunca fumaram e não foram expostos (LEE et al., 2009). A fumaça do 

cigarro enfraquece a imunidade na cavidade oral, promovendo a gengivite, 

periodontite e câncer oral (LEE; TANEJA; VASSALLO, 2012; RIVERA, 2015). Além 

de demonstrar efeitos genototóxicos e mutagênicos, causa diminuição do fluxo 

salivar, afeta a capacidade do fígado para lidar com compostos carcinogênicos 

tóxicos ou potencialmente tóxicos, e a sua utilização crônica está associada a uma 

disfunção da imunidade inata e adquirida, resultando em um aumento da 

susceptibilidade às infecções e às neoplasias (REIDY; MCHUGH; STASSEN, 2011; 

RIVERA, 2015; DE SANTIS et al., 2017). Já o álcool (etanol), pode atuar como um 

fator de risco tanto local como sistêmico, aumentando a permeabilidade da mucosa 

oral, dissolvendo lipídeos presentes no epitélio, causando a atrofia do epitélio e 
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interferindo na síntese e reparação do DNA. No entanto, é incerto se o álcool 

isoladamente pode iniciar a carcinogênese oral, embora seja bem estabelecido que 

o álcool em combinação com o tabaco é um fator de risco potencializado para o 

desenvolvimento do câncer oral. Além disso, um estudo de meta-análise e de 

revisão sistemática forneceu evidências de uma associação positiva entre o 

consumo de álcool e mortalidade por câncer do trato aerodigestivo, o qual inclui 

câncer oral, especialmente quando o consumo de álcool atinge indivíduos que 

consomem doses moderadas a altas de álcool (LI et al., 2014). Entre outros fatores, 

destaca-se o papilomavírus humano (HPV), principalmente associado ao carcinoma 

de orofaringe (particularmente afetando palato e tonsila lingual), e a radiação 

ultravioleta (UV) (DALIANIS, 2014; CHI; DAY; NEVILLE, 2015; ALI et al., 2017). A 

IARC classifica o HPV16 como causa de neoplasia maligna para cavidade oral e 

faríngea, e HPV18 como possivelmente causador de câncer oral. Os locais mais 

comuns do HPV relacionado a neoplasias malignas de cabeça e pescoço são as 

amígdalas e a base da língua, com uma taxa de prevalência de 75% (RIVERA, 

2015). A presença de HPV é um estabelecido marcador de prognóstico favorável 

para o câncer de orofaringe localmente avançado (KANG; KIESS; CHUNG, 2015). 

Acredita-se que o mecanismo pelo qual o HPV contribui para a carcinogênese seja 

por meio da inibição das proteínas Rb (proteína do retinoblastoma) e p53 que leva à 

aceleração do ciclo celular e compromete o sistema de reparo do DNA 

respectivamente (DALIANIS, 2014; CHAI et al., 2015). A radiação solar, 

particularmente os raios ultravioletas, é a principal causa de carcinomas de pele, 

sendo também responsável pela etiologia dos CECs do lábio inferior. Os raios UV 

provocam alterações no DNA pela formação de dímeros de pirimidina e supressão 

imunológica. Dois mecanismos podem estar envolvidos na indução do câncer de 

pele e lábio inferior por raios UV: alterações no DNA pela formação de dímeros de 

pirimidina e supressão imunológica (COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 2005). 

 

2.2. Características clínicas e histopatológicas do CEC oral 
 

Clinicamente, o CEC oral se apresenta como uma lesão ulcerada, indolor, 

com área central necrótica e bordas elevadas. Pode afetar qualquer local da 

mucosa, mas a língua e o assoalho são os locais de predileção (PIRES et al., 2013). 

A língua compreende de 25 a 40% dos casos de CEC oral e juntamente com o CEC 
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de assoalho de boca (15 a 20%) somam mais da metade dos cânceres orais 

excluindo aqueles que afetam os lábios.  Dor, perdas dentárias, sialorréia, trismo, 

sangramento, disfonia e emagrecimento são vistos nas fases tardias da doença 

(KOWASLKI; CARVALHO, 2000).  

Devido a sua arquitetura histológica com riqueza de vasos linfáticos e 

predominância de estrutura muscular, o CEC de língua e assoalho são os mais 

frequentemente associado com metástases para linfonodos do que qualquer outro 

sítio da cavidade oral. Seu curso clínico também é imprevisível devido à grande taxa 

de metástases ocultas, o que torna o seu prognóstico pior em relação a lesões 

similares em orofaringe, laringe, hipofaringe e outros sítios da cavidade oral (BELLO 

et al., 2011). 

Histologicamente as lesões de CEC oral se caracterizam por uma 

proliferação de células epiteliais pleomórficas com núcleos hipercromáticos, 

nucléolos evidentes e figuras mitóticas numerosas e/ou atípicas. A proliferação 

epitelial frequentemente mostra um padrão invasivo ao tecido conjuntivo subjacente, 

formando ninhos ou ilhas de células epiteliais malignas. Observa-se também 

queratinização com formação variável de “pérolas”. Invasão angiolinfática e 

perineural são sinais adicionais de malignidade (JOHNSON et al., 2005; WORLD 

HEALTH ORAGANIZATION, 2017).  

 

2.3 Classificação Internacional de Tumores da OMS 
 

A avaliação histopatológica do grau em que esses tumores lembram o seu 

tecido de origem (epitélio escamoso) e produzem seu produto normal (ceratina) é 

denominado gradação. Um tumor que é maduro o suficiente para lembrar muito bem 

seu tecido de origem é classificado, de acordo com a Classificação Internacional de 

Tumores da OMS, como CECs bem diferenciado (PINDBORG et al., 1997).  

Um tumor com muito pleomorfismo celular e nuclear e predominância de 

células imaturas, com numerosas mitoses típicas e atípicas e com pouca ou 

nenhuma produção de ceratina é denominado pobremente diferenciado ou 

anaplásico. Um tumor que apresente aparência microscópica situado em algum 

local entre esses dois extremos é considerado carcinoma moderadamente 

diferenciado (JOHNSON et al., 2005). CECs pobremente ou moderadamente 

diferenciados apresentam células com maior variação em tamanho e forma, mitoses 
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anormais e menor adesão, características que aumentam sua agressividade e 

tendência à metástase (KUMAR et al., 2012). No entanto, essa classificação da 

OMS é essencialmente histológica e limitada. Uma vez que uma neoplasia maligna 

é uma doença complexa, caracterizada por heterogeneidade genética. O CEC 

também pode ser classificado com base no seu perfil de expressão genética como 

"basal", "mesenquimal", "atípico" e "clássico". O subtipo atípico inclui a maior parte 

dos CECs HPV-positivos (KANG; KIESS; CHUNG, 2015). Tais subtipos, 

acrescentado à infecção pelo HPV, foram validados utilizando conjuntos de dados 

independentes do Atlas do Genoma do Câncer (CANCER GENOME ATLAS 

NETWORK, 2015; WHO, 2017). 

 

2.4 Tratamento, sobrevida e prognóstico em CEC oral 
 

O tratamento do CEC oral baseia-se em cirurgia, radioterapia e/ou 

quimioterapia. O manejo do pescoço com a realização do esvaziamento cervical 

pode ocorrer em 3 situações: a primeira indicação se faz para linfadenopatia cervical 

palpável, a segunda quando há linfadenopatia positiva evidenciada por exames de 

imagem como tomografia computadorizada ou ressonância magnética, e a terceira 

indicação quando não há linfadenopatia evidente, mas suspeita-se de metástase 

cervical oculta em função do local anatômico do câncer primário (REGEZI; 

SCIUBBA, 2017). A radioterapia adjuvante é planejada após uma avaliação 

completa do exame histopatológico da peça cirúrgica. As indicações gerais para a 

administração pós-operatória da radioterapia incluem: margens positivas do tecido 

mole, mais do que um linfonodo positivo sem invasão extracapsular, um ou mais 

linfonodo com invasão extracapsular, invasão óssea pelo câncer com margens 

ósseas negativas, invasão perineural no espécime e a presença de doença 

imunossupressora com morbidade, como HIV/AIDS. A quimioterapia concomitante à 

radioterapia mostrou melhora na sobrevida de pacientes em 8 a 10% em CEC de 

cabeça e pescoço avançado localmente, sendo a cisplatina o quimioterápico de 

escolha. A quimiorradiação é preferível para pacientes com neoplasia maligna 

linfonodal avançada (REGEZI; SCIUBBA, 2017; VEDAM; BOAZ; SRINATARAJAN, 

2014; CHEN et al., 2016). 

Apesar dos avanços nas pesquisas e opções de tratamento, principalmente 

na investigação de novas drogas quimioterápicas, o prognóstico dos pacientes com 



22 

 

CEC oral se manteve praticamente estático nas últimas décadas, permanecendo 

entre 50 e 60% para um período de 5 anos (JERJES et al., 2010; AGGARWAL et 

al., 2014; CHEN et al., 2016). Esse baixo índice de sobrevida é principalmente 

devido ao diagnóstico tardio e à elevada propensão para a invasão local e a 

disseminação regional e à distância (WARNAKULASURIYA, 2009). Várias 

características moleculares e histopatológicas têm sido propostas como fatores 

prognósticos do CEC oral, porém nenhuma ainda é utilizada na rotina clínica, 

levando a utilização do tradicional estadiamento clínico do paciente, baseado no 

sistema TNM, para indicar o manejo e prognóstico do paciente. O sistema foi 

desenvolvido pela União Internacional Contra o Câncer (UICC) e é denominado de 

sistema TNM de Classificação dos Tumores Malignos. A letra T representa o 

tamanho e as características do tumor primário, N as características dos linfonodos 

das cadeias de drenagem linfática do órgão em que o tumor se localiza e M a 

presença ou ausência de metástases à distância.  

O estadiamento TNM varia para cada forma específica de câncer, mas 

existem princípios gerais aonde estes parâmetros recebem graduações, geralmente 

de T0 a T4, de N0 a N3 e de M0 a M1, como demonstrado na tabela 1. Uma lesão in 

situ é classificada como Tis, e com o aumento no tamanho do tumor a classificação 

varia de T1 a T4. Uma vez determinado os três parâmetros, seus valores são 

registrados conjuntamente a fim de determinar o estádio adequado. As categorias 

de estadiamento clínico TNM variam de estádio I a IV, como demonstrado na tabela 

2, sendo que o estádio IV ainda possui subdivisões em IVA, IVB e IVC. Quanto 

maior for o estádio de classificação, pior será o prognóstico (NEVILLE et al., 2016).  

No entanto, em muitos casos esses fatores são inadequados e incapazes de 

discriminar o comportamento biológico de tumores com o mesmo estadiamento. Isto 

mostra a necessidade de buscar novos marcadores biológicos, que possam refletir 

melhor a diversidade biológica da doença e prever com mais acurácia a resposta do 

paciente às terapias utilizadas convencionalmente (SHAH et al., 2011). A 

desvantagem mais proeminente no uso desse sistema é a limitação quanto a 

identificação de metástases ocultas loco-regionais. A palpação clínica para 

linfonodos cervicais apresenta uma taxa aproximada de 30% de falsos negativos 

(BELLO; SOINI; SALO, 2010). 
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Tabela 1 -   TNM / Classificação para câncer oral* 

Tumor primário (T) 

TX Não pode ser avaliado 

T0 Nenhuma evidência de tumor primário 

Tis Carcinoma in situ (CIS) 

T1 Tumor com 2 cm ou menos em seu maior diâmetro  

T2 Tumor com mais de 2 cm mas não mais do que 4 cm em seu maior 
diâmetro 

T3 Tumor com mais de 4 cm em seu maior diâmetro 

T4a 
Doença local moderadamente avançada. Lábio: Tumor invade cortical 
óssea, nervo alveolar inferior, assoalho de boca ou pele (mento ou nariz). 

Cavidade oral: Tumor invade cortical óssea, musculatura profunda / 
extrínseca da língua (genioglosso, hipoglosso, palatoglosso e estiloglosso), 
seio maxilar ou pele da face. 

T4b Doença local muito avançada. Lábio e cavidade oral: Tumor invade espaço 
mastigatório, placas petrigoideas ou base de crânio; ou artéria carótida 
interna. 

Linfonodos regionais (N) 

NX Não pode ser avaliado 

N0 Nenhum linfonodo regional metastático 

N1 
Metástase em um único linfonodo ipsilateral, 3 cm ou menos em seu maior 
diâmetro 

N2 Metástase como especificada em: N2a, 2b, 2c (veja abaixo) 

N2a Metástase em um único linfonodo ipsilateral, maior do que 3 cm mas não 
mais do que 6 cm em seu maior diâmetro 

N2b Metástase em múltiplos linfonodos ipsilaterais, nenhum maior do que 6 cm 
em seu maior diâmetro 

N2c Metástase em linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhum maior do que 
6 cm em seu maior diâmetro 

N3 
Metástase em um linfonodo maior do que 6 cm em seu maior diâmetro 

Metástase à distância (M) 

MX Metástase à distância não pode ser avaliada  

M0 Nenhuma metástase à distância 

Fonte: Modificado do grupo de rastreamento da IARC (International agency for research on cancer)       
           (http://screening.iarc.fr/atlasoralclassiftnm.php) 
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Tabela 2 -  TNM / Estadiamento para o câncer oral* 

Estádios clínicos (T+N+M) 

0 Tis N0 M0 

I T1 N0 M0 

II T2 N0 M0 

III T3 (somente), T2 ou T1 N1 M0 

IV A 
T4a N0 ou N1 M0 

T1, T2 ou T3 N2 M0 

IV B Qualquer T N3 M0 

T4b Qualquer N M0 

IV C 
Qualquer T Qualquer N M1 

Fonte: *Modificado do grupo de rastreamento da IARC (International agency for research on cancer)   
            (http://screening.iarc.fr/atlasoralclassiftnm.php) 

 

A taxa de sobrevida de 5 anos para o carcinoma oral varia de 53% a 68% se 

o tumor for relativamente pequeno (< 4cm) e não tenha ocorrido metástase no 

momento do diagnóstico (estádios I e II), 41% quando o tumor for ≥ 4cm sem 

metástase ou com metástase em um único linfonodo regional ipsilateral ≤ 3cm 

(estádio III) e somente 27% quando o tumor tiver invadido estruturas adjacentes, 

tiver metastatizado para um sítio distante ou estiver associado a metástase regional 

para múltiplos linfonodos, para um único linfonodo ipsilateral > 3cm e ≤ 6cm ou um 

linfonodo > 6cm (estádio IV). A grande maioria das mortes ocorre dentro dos 

primeiros 5 anos (NEVILLE et al., 2016).  

No entanto, a evolução clínica nem sempre segue esses parâmetros, 

indicando que outros fatores relacionados ao paciente ou às características 

biológicas do tumor podem ser relevantes (NEVILLE et al., 2016). A gradação 

histopatológica detalhada da peça cirúrgica, aliada ao sistema de estadiamento 

TNM é um critério padrão para o manejo pós-operatório e também para predição de 

prognóstico atualmente. No entanto, a classificação tradicional dos CECs orais, 

descrita inicialmente por Broders em 1920 e adotada pela OMS em 1997 (BARNES, 

2005) é controversa e muitos autores reconhecem que essa classificação 

microscópica isoladamente apresenta uma baixa correlação com a evolução e a 

resposta ao tratamento (WOOLGAR-JULIA, 2006). Esse sistema, como descrito 
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acima, levou em conta o grau de queratinização do tumor, os níveis de celularidade 

e pleomorfismo nuclear, além da presença de atividade mitótica (BARNES, 2005).  

 

2.5 Sistemas de classificações histológicas 

 
Segundo Almangush et al. (2014), os sistemas de avaliação criados até o 

presente não são úteis para predizer o prognóstico dos pacientes com CEC oral em 

estádios iniciais, constituindo modelos com baixa reprodutibilidade para o uso clínico 

ou não mostram significância prognóstica, particularmente para os tumores de língua 

e assoalho. Ainda diversos estudos apontam que muitos dos modelos propostos 

apresentam muita subjetividade e ausência de características importantes 

relacionadas à tumorigênese, como o padrão de invasão, e o mais importante, a 

falta de correlação com a evolução do tumor e com as respostas aos tratamentos 

instituídos para o CEC oral (ALMANGUSH et al., 2014; RODRIGUES et al., 2014; 

SAWAZAKI-CALONE et al., 2015).  

2.5.1 Modelo MG 

 

 Bryne et al. (1992), propuseram o modelo MG (modelo de gradação maligna 

e margens profundas de invasão – do inglês maligancy grading of the deep invasive 

margins). Os autores basearam-se no sistema de Anneroth e o modificaram 

diminuindo os critérios morfológicos, removendo a avaliação do número de mitoses 

e avaliando apenas o fronte tumoral nas áreas mais invasivas (BRYNE et al., 1989). 

2.5.2 Modelo HR 

 

 Brandwein-Gensler et al. (2005), em um estudo com uma amostra de 292 

pacientes com CEC oral propuseram um escore de risco altamente prognóstico para 

recidiva e sobrevivência. O modelo, denominado modelo de risco histológico 

(modelo HR), compreende um sistema baseado na pontuação de três níveis de 

parâmetros histopatológicos consistindo em pior padrão de invasão, infiltrado 

linfocitário e invasão perineural. O padrão de invasão (PI) foi examinado na interface 

tumor/hospedeiro. Os estudos subsequentes tentando validar esse modelo proposto, 

foram divergentes e apresentaram metodologias diferentes (BRANDWEIN-

GENSLER et al., 2010; VERED et al., 2010; LINDENBLATT et al., 2012; 
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ALMANGUSH et al., 2014; LI et al., 2013; RODRIGUES et al., 2014; SAWAZAKI-

CALONE et al., 2015). Brandwein-Gensler et al. (2010), Vered et al. (2010), 

Lindenblatt et al. (2012) e Li et al. (2013) apontaram esse modelo como bom para 

prever o comportamento e prognóstico de CEC oral, no entanto esses estudos 

mesclam CECs de diferentes localizações de boca e estadiamento de T1 a T4, o 

que complica a interpretação dos resultados. Por outro lado, Almangush et al. 

(2014), Rodrigues et al. (2014) e Sawazaki-Calone et al. (2015) não identificaram 

correlação entre o risco histológico e a sobrevida dos pacientes com CEC oral 

utilizando o modelo proposto. Muito provavelmente, além dos fatores indicados 

acima esses resultados divergentes reflitam a falta de homogeneização das 

amostras, como também a falta de reprodutibilidade dos três parâmetros 

considerados no modelo HR, o que pode dificultar a interpretação dos dados. Por 

exemplo, considerando o parâmetro pior PI, estudos demonstram que tumores 

formados por pequenas ilhas de células são mais agressivos e com pior prognóstico 

que tumores com grandes ilhas (BRYNE; JENSSEN; BOYSEN, 1995). 

Interessantemente, esse parâmetro, além de ocorrer muito frequentemente, o pior PI 

tipo IV, caracterizado pela presença de ilhas tumorais contendo menos que 15 

células no fronte de invasão, é de longe, o PI mais comum em CEC oral, mesmo em 

estádios iniciais, o que torna a distinção do comportamento tumoral baseada nesse 

aspecto muito limitada (RODRIGUES et al., 2014; ALAEDDINI; ETEMAD-

MOGHADAM, 2016). Considerando a resposta linfocitária do hospedeiro, tumores 

com escasso ou ausência de infiltrado inflamatório são classificados como de alto 

risco para recorrência locorregional e sobrevida curta.  

Atualmente, um importante dilema existe sobre o papel da resposta imune e 

inflamatória ao tumor, com ambos efeitos pró-tumoral e antitumoral (IMURA et al., 

2005; ESSA et al., 2014; MURPHY et al., 2014; SANTOS et al., 2017; SÁNCHEZ-

ROMERO et al., 2018). 

Assim, uma suposição de que a alta densidade de linfócitos seja uma 

característica morfológica a favor de um tumor de baixo risco com um bom 

prognóstico parece equivocada, uma vez que existe uma clara evidência de que as 

células imunes e inflamatórias podem evocar tanto a promoção tumoral quanto o 

efeito anti-tumoral, dependendo do contexto e dos tipos celulares envolvidos 

(RODRIGUES et al., 2014; SANTOS et al., 2017; SÁNCHEZ-ROMERO et al., 2018). 

Já o quesito invasão perineural, não há evidências consistentes do efeito no 
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crescimento tumoral e na sua disseminação, com apenas um estudo mostrando 

significância no prognóstico em CEC oral (TAI et al., 2012).  

2.5.3 Modelo BD 

 

Almangush et al. (2014), desenvolveram um promissor sistema 

histopatológico, denominado modelo BD, com dois parâmetros: (B) brotamento 

tumoral (do inglês - tumor budding) e (D) profundidade de invasão (do inglês – depth 

of invasion), que visa identificar aqueles pacientes com casos agressivos de CEC 

oral em estádios iniciais (estádios I e II), os quais poderiam ser beneficiados por um 

tratamento com diferentes abordagens (ALMANGUSH et al., 2015). Definiu-se como 

brotamento tumoral a presença de uma única célula ou conjunto com menos de 

cinco células malignas no fronte de invasão (ALMANGUSH et al., 2014).  

As pesquisas mostram que essa variável reflete a atividade biológica tumoral 

e têm sido consistentemente reconhecida como um fator prognóstico reprodutível, 

independente e significativo (LUGLI; KARAMITOPOULOU; ZLOBEC, 2012; 

TERRAMOTO et al., 2013; JUNIOR et al., 2014; ARORA et al., 2017; LEÃO et 

al.,2017; JUNIOR et al., 2017; SHIMIZU et al., 2018; HONG-KYOUNG-OK et al., 

2018). Interessantemente, o brotamento tumoral tem sido sugerido como sendo um 

sinal de transição epitélio mesênquima (EMT) de células neoplásicas, refletindo o 

poder de crescimento invasivo de carcinomas de língua (WANG et al., 2011; 

SHIMIZU et al., 2018), mama (LIANG et al., 2013) e colorretal (PRALL, 2007). Já a 

profundidade de invasão consistiu na medida da superfície tumoral até o ponto mais 

profundo de invasão. Alguns estudos apontam que essa variável representa um 

indicador do potencial maligno do CEC de língua (JERJES et al., 2010) e possui 

valor prognóstico importante para tumores em estágios iniciais (LIN et al., 2011; 

GANLY et al., 2013). Diante dos resultados encontrados, Almangush et al. (2014) 

sugeriram que tal método era promissor para selecionar aqueles casos iniciais de 

CEC de língua que são de alto risco para recorrência e/ou para disseminação à 

distância que subsequentemente levariam à morte pela doença. Diante dessa 

discussão, evidencia-se a necessidade de reavaliar e validar a efetividade na 

predição do prognóstico desses pacientes com CEC oral em estádios iniciais, já que 

esse modelo proposto é relativamente recente, prático e com um promissor valor 

preditivo. Interessantemente, um estudo avaliando a associação de quatro 
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diferentes sistemas de gradação histopatológica (sistema de gradação adotado pela 

OMS, modelo MG, modelo HR e o modelo BD) com parâmetros clínico-patológico e 

evolução de 113 casos de CEC oral, demonstrou que apenas o modelo BD mostrou 

um importante valor preditivo para pacientes com CEC oral em diferentes estágios 

(SAWAZAKI-CALONE et al., 2015), ratificando o valor prognóstico desse novo 

sistema de classificação histopatológica. Tal resultado vem sendo confirmado nos 

últimos anos por vários trabalhos (XIE et al., 2015; STRIEDER et al., 2016; 

ALMANGUSH et al., 2017; SEKI et al., 2017; BRENNAN et al., 2017; SHIMIZU et 

al., 2018; HONG-KYOUNG-OK et al., 2018).  

2.5.4 TSR 

 

Pesquisas vêm demonstrando que o crescimento do tumor é dependente do 

estroma circundante ao tumor, (microambiente tumoral - MT), apresentando 

importância fundamental na progressão do tumor (TOMASEK et al., 2002; ALBIN; 

SPORN, 2007; LI; FAN; HOUGHTON, 2007; DE WEVER et al., 2008; MARSH et al., 

2011; SOBRAL et al., 2011; LIANG, 2011; LIN et al., 2013; ROMMEL et al., 2013; 

WHEELER et al., 2014; MATHIAS; GOPAL; SIMPSON, 2013; CURRY et al., 2014; 

RIVERA; VENEGAS, 2014; ELMUSRATI et al., 2017). Dessa maneira, Almangush et 

al. (2018) analisou a relação entre tumor-estroma (TSR – do inglês tumour-stromal 

ratio) em 311 pacientes procurando áreas ricas em estroma próximo ao fronte 

tumoral, mas com células neoplásicas nos quatro lados do campo observado e 

classificando, como: probre de estroma (< 50%) ou rico em estroma (≥ 50%).  O 

estudo mostrou que pacientes com tumor rico em estroma obtiveram um pior 

prognóstico do que pacientes com estroma pobre. Alguns trabalhos utizaram o TSR 

para predizer prognósticos em vários tumores, como nasofaríngeo (ZHANG et al., 

2014), esôfago (WANG et al., 2012), colón (HYNES et al., 2017) e mama 

(VANGANGELT et al., 2017) e encontraram que tumores ricos em estroma foram 

associados com mau prognóstico e maior risco de recidiva, sendo um sistema 

promissor para previsão e realização de tratamentos sob medida para pacientes 

com câncer. Além disso, o estudo correlacionou o TRS com o modelo BD (TSR e 

MBD), fornecendo uma estimativa interessante para o prognóstico de pacientes com 

CEC oral em fase inicial.  
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2.6 Proteínas relacionadas à tumorigênese oral 

 
De forma inédita, pesquisas do laboratório do Dr Ricardo Della Coletta 

identificaram, através da análise do secretoma de fibroblastos associados ao CEC 

oral, proteínas superexpressas por fibroblastos associados ao carcinoma (CAFs) 

envolvidas na organização e remodelação da matriz extracelular e no metabolismo 

do colágeno. Dentre as proteínas mais expressas está STC2 (stanniocalcina 2), um 

hormônio glicoprotéico expresso em uma variedade de tecidos para regular a 

homeostase dos íons de cálcio e fosfato. Associadamente, os resultados 

demonstraram que o colágeno tipo I, o principal componente do tecido conjuntivo, 

também foi associado com vários processos biológicos superexpressos em CAFs, 

como a expressão de PINP foi significantemente correlacionada com a presença de 

CAFs no fronte tumoral e a taxa de sobrevida foi significantemente menor em 

pacientes com CEC oral. Tais resultados sugerem que CAF é a principal célula 

produtora de colágeno tipo I, e além disso, ratifica o valor do secretoma de CAFs 

para o microambiente de CECs orais. A pesquisa ainda sugere novos potenciais 

alvos terapêuticos como a STC2 e, que PINP pode ser um promissor marcador 

prognóstico para o CEC oral (BAGORDAKIS et al., 2016). Além disso, em outro 

trabalho do mesmo grupo Flores et al. (2016), identificou-se, através de 

microdissecção a laser associada à proteômica baseada em espectrometria de 

massas, que a proteína EEF1D foi considerada um potencial biomarcador para o 

CEC oral e, ainda, foi validada por western-blot e imuno-histoquímica podendo 

futuramente ser indicada também para validação em estudos translacionais. Em 

outro trabalho prévio, Rodrigues et al. (2017), identificou as proteínas fascina e 

plectina são marcadores prognóstico independente para sobrevida global e 

sobrevida específica da doença em pacientes com CEC oral e revelaram que fascina 

é capaz de regular eventos importantes para o desenvolvimento e progressão do 

CEC oral.  Dessa forma, as proteínas selecionadas para investigação partiram 

desses trabalhos. A seguir serão apresentadas tais proteínas relacionadas à 

tumorigênese. 

2.6.1 Stanniocalcina 2 (STC2) 

 

STC2 (membro da família STC) é um hormônio glicoprotéico expresso em 

uma variedade de tecidos para regular a homeostase dos íons de cálcio e fosfato.  A 
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proteína pode desempenhar um papel na homeostase do cálcio/fosfato celular e no 

metabolismo celular. Superexpressão de STC2 em camundongos resultou em 

restrição de crescimento pré e pós-natal, redução de crescimento ósseo e músculo 

esquelética, e organomegalia. Curiosamente, a expressão desregulada de STC2 em 

vários tipos de câncer, entre eles o renal, de próstata, colo-retal, mama e ovariano, 

foi demonstrada por alguns estudos anteriores e sua expressão foi correlacionada 

com um prognóstico ruim (LAW et al., 2008; TAMURA et al., 2009; LAW; WONG, 

2010; HOU et al., 2015; ZHANG; GUAN; PENG, 2015). Hou et al. (2015) mostraram 

que STC2 pode inibir EMT pelo menos parcialmente através da sinalização mediada 

por Claudina/PKC em células humanas de câncer de mama, sugerindo que essa 

proteína possa ser explorada como um biomarcador para metástase e alvo 

terapêutico para o câncer de mama. Em câncer cervical, o carcinoma mais comum 

do aparelho reprodutor feminino, Wang et al. (2015), identificaram que STC2 pode 

regular a atividade de sinalização da via de MAPK, promovendo a proliferação 

celular e ainda a resistência à cisplatina em células malignas. Com resultados não 

muito distintos, Na et al. (2015), partindo da análise de secretoma de cultura primária 

de carcinoma de pulmão, evidenciaram que STC2 pode ser um potencial 

biomarcador para câncer de pulmão e que apresenta uma importante função na 

metástase e progressão dessa neoplasia maligna. Arigami et al. (2013), utilizando 

amostras de sangue de 93 pacientes com câncer de estômago, encontraram que a 

alta expressão de STC2 está significativamente associada à sobrevida reduzida dos 

pacientes com câncer de estômago e que STC2 pode ser um potencial marcador 

molecular sanguíneo para prever progressão tumoral por monitoramento de células 

tumorais circulantes. Recentemente, Bagordakis et al. (2016), através de análise do 

secretoma dos CAFs, identificaram que a superexpressão de STC2 também pode 

estar associada a maior capacidade das células tumorais se tornarem mais invasivas 

e pró-metastática. Excetuando Bagordakis et al. (2016), que representa o grupo de 

estudo do Dr. Ricardo Della Coletta, ainda não há estudos de STC2 em CEC oral.  

 

2.6.2 Pró-peptídeo N-terminal do pró-colágeno do tipo I (PINP) 

 

Como mencionado acima, Bagordakis et al. (2016) identificaram, através da 

análise do secretoma de fibroblastos associados ao CEC oral, proteínas 

superexpressas por CAFs envolvidas na organização e remodelação da matriz 
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extracelular e no metabolismo do colágeno. Além de STC2, os resultados 

demonstraram que o colágeno tipo I, o principal componente do tecido conjuntivo, 

também foi associado com vários processos biológicos superexpressos em CAFs, 

como a expressão de PINP foi significantemente correlacionada com a presença de 

CAFs no fronte tumoral e a taxa de sobrevida foi significantemente menor em 

pacientes com CEC oral. Tais resultados sugerem que CAF é a principal célula 

produtora de colágeno tipo I, e além disso, ratifica o valor do secretoma de CAFs 

para o microambiente de CECs orais. A pesquisa ainda sugere o potencial 

terapêutico representado por STC2 e, que PINP pode ser um promissor marcador 

prognóstico para o CEC oral. 

Considerando PINP, a família de proteínas de colágeno são as proteínas mais 

presentes no corpo humano. O colágeno tipo I é responsável por mais de 50% do 

total de colágenos e está presente no tecido conjuntivo frouxo, pele e órgãos 

internos e mais abundante nos ossos no qual constitui mais de 90% da matriz 

orgânica (NIMNI, 1983). O colágeno tipo I é sintetizado como um precursor, pró-

colágeno tipo I, com domínios pró-peptídeos nas duas extremidades, os quais são 

clivados enzimaticamente após sua secreção para a MEC antes de tornar-se fibras 

de colágeno. Após a clivagem do pró-colágeno, do PINP e o pró-peptídeo C-terminal 

do colágeno tipo I (PICP) são liberados na circulação, onde podem ser analisados 

por ensaios enzimáticos (JENSEN et al., 1998; BRANDT et al., 1999). A quantidade 

de PINP e PICP que entra na circulação são marcadores diretos da síntese de 

colágeno tipo I (ORUM et al., 1996; BAGORDAKIS et al., 2016). 

Estudos imuno-histoquímicos demonstraram síntese e deposição aumentada 

do PINP sérico no feto comparado ao adulto (TORNEHAVE et al., 1989; 

RASMUSSEN et al., 1989) e na cicatrização de feridas (RASMUSSEN et al., 1992). 

Salo et al. (2013) demonstraram que os CAFs também secretam vários tipos de 

colágeno, os quais podem promover o crescimento tumoral, invasão e 

disseminação. Interessantemente, a produção de PINP foi associada com um 

prognóstico ruim em pacientes com CEC de língua (SALO et al., 2013). Em tumores 

de mama, os níveis de PINP também foram associados a um pior prognóstico 

(MARIN et al., 2011), assim como em tumores de ovário (SIMOJOKI et al., 2003). As 

células malignas estão envolvidas num processo de remodelação da matriz incluindo 

a destruição e degradação da matriz e a indução da formação de novo de MEC pré-

existente. Curiosamente, McCloskey et al. (2010), investigando o uso de clodronato 
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para prevenção de osteoporose e perda óssea em mulheres tratadas pelo câncer de 

mama, identificaram que variações precoces nos níveis de PINP estão associados 

com alterações na densidade óssea mineral e, provavelmente, no desenvolvimento 

precoce de metástases ósseas, supondo a participação de PINP na tumorigênese. 

2.6.3 Fator eucariótico de elongação delta 1 (EEF1D) 

 

Flores et al. (2016) identificaram, a superexpressão de uma subunidade 

proteica chamada EFF1D (do inglês, Eukaryotic translation elongation factor 1 delta)  

em CEC oral e observaram que essa subunidade tem participação direta no 

processo de proliferação celular e indução de fenótipo EMT (incluindo invasão 

celular), muito provavelmente através de vias de expressão de fatores de transcrição 

como o SNAIL, SNAIL1 (do inglês, Zinc finger E-box-binding homeobox 1) e SNAIL2 

(do inglês, Zinc finger E-box-binding homeobox 2), que tiveram sua expressão 

reduzida em células silenciadas por EEF1D. Tais evidências suportam que o EEF1D 

possa ser um crítico indutor de proliferação e que possa ter um importante papel na 

mediação de EMT nas células de CEC oral. Uma vez que EMT mostra uma justa 

associação com invasão e metástase nas neoplasias malignas, um completo 

entendimento dos mecanismos moleculares pelos quais as células tumorais evocam 

nesse processo é fundamental para o aprimoramento da terapia anti-câncer.  

EFF1D é um membro delta da família eEF1 (do inglês, eukaryotic elongation 

fator) a qual representa um complexo de proteínas enzimáticas não ribossômicas 

que, na sua forma ligada a GTP, medeiam síntese de proteínas através do 

recrutamento de moléculas de RNAt-aminoacil ao ribossomo (COCQUYT et al., 

2009). Proteínas eEF1 também estão relacionadas a outras funções celulares, 

incluindo a exportação nuclear de RNAt, reconhecimento de proteínas danificadas e 

ativação do sistema de degradação via ubiquitina-proteossomo, apoptose e 

regulação de senescência, além de propagação viral (SASIKUMAR; PEREZ; KINZY, 

2012). Especificamente, a subunidade EFF1D funciona como fator de troca do 

nucleotídeo guanina. É relatado que após a infecção por HIV-1, a subunidade delta 

interage com HIV-1 tat, uma proteína regulatória que melhora drasticamente a 

eficiência da transcrição viral. Esta interação resulta na repressão da tradução de 

proteínas das células hospedeiras e reforça a tradução de proteínas virais (ROTGER 

et al., 2011). Curiosamente, uma vertente crescente de evidências sugere que a 
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regulação positiva de proteínas eEF1, particularmente a subunidade alfa (EEF1A), 

pode ser necessária para o controle de comportamentos celulares durante a 

tumorigênese (LECLERCQ; MORETTI; PITSON, 2011). Além disso, alguns estudos 

sugeriram que EEF1D pode desempenhar um papel em certas neoplasias malignas 

(SHUDA et al., 2000; OGAWA; UTSUNOMIYA; MIMORI, 2004; DE BORTOLI et al., 

2006; KAITSUKA; MATSUSHITA, 2015). A superexpressão de EEF1D já foi 

previamente associada a alguns tumores malignos, incluindo carcinoma hepático 

(SHUDA et al., 2000), carcinoma de esôfago (OGAWA; UTSUNOMIYA; MIMORI, 

2004), carcinoma de pulmão (LIU et al., 2014), meduloblastoma (DE BORTOLI et al., 

2006) e carcinoma renal (KAITSUKA; MATSUSHITA, 2015). Associadamente, os 

estudos sugerem que EEF1D pode funcionar como um proto-oncogene quando 

superexpresso (JOSEPH et al., 2002; LEI; CHEN; WU, 2002). Além disso, os 

estudos evidenciam que alterações na expressão de EEF1D podem resultar na 

susceptibilidade à transformação e à aquisição de propriedades oncogênicas. 

Embora o papel de cada uma das subunidades individuais do complexo EEF1 não 

tenha sido claramente demonstrado, a expressão das subunidades de EEF1 está 

desequilibrada em alguns tumores, indicando que os componentes do complexo 

EEF1 podem executar funções individuais e relevantes em neoplasias malignas 

(VEREMIEVA et al., 2011). 

Vale destacar que Flores et al. (2016), em um estudo prévio, avaliando 

potenciais marcadores para o CEC oral, utilizando microdissecção à laser, 

associada à proteômica baseada em espectrometria de massas, identificou 

inicialmente 2.529 proteínas, e dessas, 107 se mostraram mais expressas no CEC 

oral o EEF1D foi a proteína indicada para validação por ter apresentado 

reprodutibilidade de expressão entre as amostras de CEC oral, alta significância 

estatística, expressão aumentada em CEC oral e porque a sua função biológica 

ainda não havia sido investigada para essas neoplasia. Os resultados de ensaios de 

validação confirmaram uma maior expressão de EEF1D em CEC oral e considerou a 

proteína um potencial biomarcador para o CEC oral podendo futuramente ser 

indicada também para validação em estudos translacionais. Além de EEF1D, às 

proteínas fascina e plectina, apresentaram resultados promissores nas amostras de 

CEC oral, necessitando de mais estudos que confirmem o potencial dessas 

proteínas como marcadores para essa neoplasia maligna de boca. 
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2.6.4 Fascina 

 

Fascina é uma proteína de ligação ao citoesqueleto associada à motilidade 

celular e migração celular tanto em condições neoplásicas quanto em situações 

normais (YAMAKITA et al., 1996; ADAMS; SCHWARTZ, 2000; ADAMS, 2004; 

KUREISHY et al., 2002; OSMANAGIS-MYERS et al., 2006; HASHIMOTO; PARSON; 

ADAMS, 2007; CHEN et al., 2010; JANSEN et al., 2011; TÜRMER et al., 2015). A 

expressão de fascina é baixa ou ausente em células epiteliais normais, mas é 

superexpressa em tumores associados com prognóstico ruim (MA; MACHESKY, 

2014). Vários estudos revelaram uma correlação positiva entre a expressão de 

fascina e displasias (SHIMAMURA et al., 2011) e neoplasias malignas de pulmão 

(GHEBEH et al., 2014; GROTHEY et al., 2000; YODER, et al., 2005), colón 

(HASHIMOTO et al., 2006; PUPPA et al., 2007; VIGNJEVIC et al., 2007; ADAMS, 

2015), gástrico (HASHIMOTO et al., 2004), bexiga (BI et al., 2013), mama (AL-

ALWAN et al. 2011), renal (TONG et al., 2005), esofágico (XUE et al., 2006; ZHANG 

et al., 2006; XIE et al., 2010), laringe (GAO et al., 2012) e boca (ALAM et al., 2012; 

MA; MACHESKY, 2014; RODRIGUES et al., 2017; ROUTRAY et al., 2017). 

Curiosamente, a superexpressão de fascina no carcinoma primário tem sido 

correlacionada à metástase linfonodal e/ou à distância, além de diminuição da 

sobrevida global (ZIGEUNER et al., 2006; LEE et al., 2007; PUPPA et al., 2007; 

ALAM et al., 2012). Associadamente, os estudos apontam que fascina pode 

representar um potencial alvo molecular para a intervenção terapêutica e um 

importante regulador de metástase no microambiente tumoral, além de um preditor 

de prognóstico (CHEN et al., 2007; ROUTRAY et al., 2017). Especificamente em 

CEC oral, alta expressão de fascina foi associada com agressividade, regulação de 

EMT e invasão (CHEN et al., 2007; RODRIGUES et al., 2017). Portanto, estudos 

explorando essas proteínas associada ao citoesqueleto têm sido encorajados para 

melhor elucidar seu papel na tumorigênese oral. 

 

2.6.5 Plectina 

 

Plectina é uma proteína importante para a manutenção da arquitetura, 

integridade e morfologia celular ao se ligar a proteínas do citoesqueleto (WICHE, 

1998; WINTER; WICHE, 2013; HARRYMAN et al., 2016). Ela está localizada na 
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superfície intracelular da membrana citoplasmática, nos sítios de fixação dos 

filamentos intermediários, microtúbulos e microfilamentos e forma uma rede 

citoplasmática e nuclear que fornece às células uma resistência mecânica (WICHE; 

WINTER, 2011; CASTAÑÓN et al., 2013; WALKO; CASTANÓN; WICHE, 2015; 

FRANKE et al., 2015;  HARRYMAN et al., 2016). A plectina também participa da 

polimerização de fibrilas de fibronectina enquanto ocorre a adesão fibrilar, e da 

regulação de invasão e migração celular através da ativação de quinase ERK1/2 

(OSMANAGIC-MYERS et al., 2006; REZNICZEK; WALKO; WICHE, 2010; 

RIKARDSEN et al., 2015; KATADA et al., 2012). Sua participação, nos mecanismos 

de ação e a regulação da plectina em neoplasias malignas ainda permanece incerto, 

mesmo com alguns estudos indicando a superexpressão da proteína em tumores 

malignos, localizados em cólon (LEE et al., 2004), pele (RAYMOND et al., 2007; 

CASTANÓN et al., 2013), pâncreas (BAUSCH et al., 2009; BAUSCH et al., 2011; YU 

et al., 2012; KONKALMATT et al., 2013; CHEN et al., 2018), fígado (CHENG et al., 

2015; CHEN et al., 2018), esôfago (PAWAR et al., 2011; HU et al., 2015) e cabeça e 

pescoço (TAKKUNEN et al., 2010; SUTOH-YONEYAMA et al., 2014; CHAUDHARI 

et al., 2017). Katada et al. (2012), mostraram que plectina está correlacionada com 

proliferação, migração, invasão e pior prognóstico em CEC de cabeça e pescoço. 

Rikardsen et al. (2015), encontraram que a baixa expressão de plectina favorece um 

melhor prognóstico somente para pacientes com CEC oral não metastáticos. A 

escassos estudos relacionado à plectina, evidencia a necessidade de trabalhos 

explorando esta proteína na tumorigênese oral para que o seu papel possa ser 

esclarecido. 

Dessa forma, o objetivo deste estudo é avaliar o valor prognóstico do sistema 

de gradação histopatológica proposto por Almangush et al. (2014), denominado 

modelo BD e correlaciona-lo com outros quatro sistemas de gradação 

histopatológica descritos na literatura, além de determinar imunoexpressão de 

proteínas relacionadas à tumorigênese oral como PINP, STC2, EEF1D, Plectina e 

Fascina no prognóstico de CEC de língua e assoalho bucal.  
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3 OBJETIVOS 
 
Diante do que foi exposto e na necessidade de se encontrar um sistema de 

classificação histopatológica e marcadores imuno-histoquímicos que prediz 

prognóstico em pacientes com CEC de língua e assoalho bucal, as finalidades dessa 

dissertação estão fundamentadas nos seguintes objetivos. 

 

3.1 Objetivo geral 
 

Avaliar o valor prognóstico tanto de sistemas de gradações histopatológicas, 

quanto da imunoexpressão de proteínas relacionadas à tumorigênese oral em 

amostras de CEC de língua e assoalho bucal. 

 

3.2 Objetivos específicos 
 

Avaliar o valor prognóstico de sistemas de gradação histopatológica, tais como: 

modelo de brotamento e profundidade de invasão (modelo BD), modelo de risco 

histológico (modelo HR), modelo da Organização Mundial da Saúde (OMS), sistema 

relação tumor-estroma (sistema TSR) e TSR associado ao modelo BD, em amostras 

de carcinoma espinocelular de língua e assoalho bucal. 

Determinar o valor da marcação imuno-histoquímica das proteínas: PINP (Pró-

peptídeo N-terminal do pró-colágeno tipo I), STC2 (Stanniocalcina 2), EEF1D (Fator 

de alongamento de tradução eucariótica 1 delta), Fascina e Plectina no prognóstico 

de carcinoma espinocelular de língua e assoalho bucal. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 
Para cumprimento dos objetivos propostos para este trabalho, foram 

realizados diferentes métodos que serão discutidos em sequência. 

 

4.1 Amostras 
 

Em uma avaliação epidemiológica inicial foram analisados mais de 195 casos 

de CEC oral (excluindo lábios) do Hospital Bom Pastor de Varginha, MG, entre os 

anos de 1998 a 2013. Os critérios de inclusão escolhidos para este trabalho foram: 

(1) Pacientes com diagnóstico de CEC oral tratados nesse hospital; (2) Tratamento 

cirúrgico realizado de acordo com procedimento padrão e consistindo em ressecção 

do tumor primário; (3) Dados clínico-patológicos e o material do tumor emblocado 

em parafina suficiente para avaliação. Os pacientes que contemplavam os critérios 

de inclusão somam 121 casos de CEC oral. Também foram avaliados 44 pacientes 

com CEC oral do Hospital Carlos Van Buren de Valparaíso – Chile, sob os mesmos 

critérios de inclusão.  

 

4.2 Coleta de dados clínico-demográficos 
 

Os dados demográficos (idade e gênero), hábitos (de fumar e consumo de 

álcool), clínicos (tempo de queixa, local do tumor e estádio clínico, 

comprometimento linfonodal, recidiva, metástase, tratamento realizados, sobrevida 

específica e sobrevida livre da doença) foi coletada dos prontuários em ficha 

apropriada (Anexo A). A descrição da recidiva loco-regional da doença foi 

descriminada por meio dos registros clínicos se essa foi local (no sítio do tumor 

primário), regional (no sítio da metástase cervical) ou a distância.  

A sobrevida livre de doença (SLD), foi mensurada em meses, do dia da 

cirurgia até o primeiro evento patológico documentado (tanto recidiva loco-regional 

como primeira metástase à distância) ou a data da última proservação (follow-up). A 

sobrevida específica de doença (SED), foi medida também em meses, mas do dia 

da cirurgia até o óbito ou última data da proservação, indiferente ao status da 

doença.  

Este trabalho foi aprovado pelos Comitês de Ética em Pesquisa (CEP) da 

Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG); Universidade Estadual de 
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Campinas – Faculdade de Odontologia de Piracicaba (UNICAMP-FOP) e 

Universidade de Valparaíso - Chile (Anexo B, C e D).  

 

4.3 Microtomia e coloração  

 

Os blocos de CEC oral analisados foram gentilmente cedidos pelo 

Laboratório IPD (Instituto de Prevenção e Diagnóstica) de Varginha-MG, 

responsável pela análise anatomopatológica de todas as amostras do Hospital Bom 

Pastor de Varginha-MG. As peças cirúrgicas foram processadas no laboratório de 

Patologia do Departamento de Patologia e Parasitologia da UNIFAL-MG. Os cortes 

e as colorações, realizadas para a primeira análise histopatológica, foram cortes 

com 5 µm de espessura de todos os blocos de parafina de cada paciente. Em 

seguida, foram corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE).  

O preparo das lâminas e coloração de HE referente às amostras dos 

pacientes com CEC oral do Hospital Carlos Van Buren de Valparaíso – Chile foram 

processadas pelo professor Wilfredo Alejandro González Arriagada. 

 

4.4 Análise histopatológica em microscopia de luz da coloração de HE 

 

Todas as análises foram realizadas com auxílio microscópio óptico AxioCam 

ICc3 (Zeiss, Alemanha) e a captura de imagens utilizando-se o programa AxioVision 

(Zeiss, Alemanha). 

A análise dos cortes corados em HE de Varginha – Brasil, foi realizada em 

microscopia de luz por 2 avaliadores CBD (Catherine Bueno Domingueti) e LMRP 

(Lívia Máris Ribeiro Paranaíba), onde foram selecionadas duas lâminas que melhor 

representassem o fronte de invasão (considerado como a porção de tecido 

conjuntivo entre as células tumorais mais invasivas e o tecido normal adjacente) e a 

melhor extensão de profundidade tumoral. As amostras de Valparaíso – Chile, 

passaram pelo mesmo critério de observação e foram separadas por WAGA 

(Wilfredo Alejandro González Arriagada) além de realizar todas as leituras das 

lâminas seguindo os critérios propostos e quando apresentou dúvidas foram 

encaminhadas fotografias para a discussão com CBD e LMR. 
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4.5 Avaliação do modelo BD 

 

A análise dos cortes, foi realizada pela captura de imagens, para avaliar o 

modelo BD. As capturas de imagens foram realizadas nos aumentos de 2,5x para 

profundidade de invasão e objetiva de 40x para o número de brotamentos. A leitura 

das lâminas foi realizada de modo independente por 2 avaliadores CBD, MMC 

(Milena Moraes de Carvalho) após o seu período de calibração e casos onde houve 

discordância, a lâmina foi reavaliada por CBD, MMC e LMRP. A análise 

histopatológica seguiu os critérios publicados por Almangush et al. (2014), que 

avalia duas características histopatológicas: brotamento tumoral (B, do inglês - 

budding) são grupamentos de até 5 células neoplásicas presentes no fronte de 

invasão, como demonstrado na figura 1 e profundidade de invasão (D, do inglês – 

deepth of invasion) que é medida da superfície do tumor até o fronte de invasão, 

figura 2. Classificamos essas duas características histopatológicas de acordo com 

os escores 0 (baixo risco), 1 (risco intermediário) e 2 (alto risco), descrito na tabela 

3. Para análise estatística realizamos a união de baixo risco e risco intermediário (1) 

versus alto risco (2).  

 

Tabela 3- Modelo BD proposto por Almangush et al. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: ALMANGUSH et al., 2014. 
Nota: Modelo BD avalia duas características, brotamento no fronte de invasão (tumor budding) e  
          profundidade de invasão (depth of invasion). 

 

 

 

 

 

Escores  BD

Modelo BD*

1

A) Tumor com ≥ 4mm de profundidade de invasão e < 5 

brotamentos no fronte de invasão.

B) Tumor superficial (<4 mm), mas com alta atividade de 

brotamento no fronte de invasão (≥ 5 brotos). 

2

A) Tumor com ≥4 mm de profundidade de invasão e com 

alta atividade de brotamento no fronte de invasão (≥ 5 

B) Tumor, ocasionalmente, mostra invasão vascular e/ou 

Descrição histológica

0
A) Tumor com < 4mm de profundidade de invasão e < 5 

B) O tumor não invade estrutura vital subjacente. 
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Figura 1- Fronte tumoral indicando brotamento de células neoplásicas (grupos contendo de um à   
                cinco células).  

 

 

Legenda: As setas vermelhas apontam:  
a) um brotamento no fronte de invasão,  
b) dois brotamentos no fronte de invasão,  
c) seis brotamentos de células neoplásicas;  
d) cinco brotamentos de células neoplásicas,  
Todos em objetiva de 40x. 

Fonte: Da autora. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

a b 

c d 
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Figura 2 - Profundidade de invasão, mensurada da superfície até o ponto mais invasivo. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Legenda: Em vermelho a régua mostra valores para figura:  
a) 1,08mm (< 4mm) de profundidade e  
b) 4,08mm (≥ 4mm) profundidade de invasão.  
Todas em objetiva de 2,5x. 

Fonte: Da autora. 

 
 

a 

b 
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4.6 Avaliação do modelo HR 

 

Para treinamento e calibração de 2 avaliadores CBD e JG (Josiane Gonçalves), 

a análise dos cortes foi realizada por microscopia de luz. A leitura das lâminas foi 

realizada de modo independente por 2 avaliadores CBD e JG, e em casos de 

discordância as lâminas foram reavaliadas por 3 avaliadores CBD, JG e LMRP. 

A análise histopatológica para avaliar o modelo HR seguiu os critérios 

publicados por Brandwein-Gensler et al. (2005), que avalia três características 

histopatológicas: padrão de invasão, demonstrado nas figuras 3, resposta linfocitária 

na figuras 4 e presença de invasão perineural figura 5. A tabela 4 revela a 

classificação dessas três características histopatológicas de acordo com os escores 

0 (baixo risco), 1 a 2 (risco intermediário) e 3 a 9 (alto risco). Para análise estatística 

realizou-se a união de baixo risco e risco intermediário (1) versus alto risco (2).  

 

Tabela 4- Modelo HR proposto por Brandwein-Gensler et al. 

Fonte: BRANDWEIN-GENSLER et al., 2005. 
Nota: Modelo HR (risco histológico). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tipo 0:

Tipo I:

Tipo II: Grandes ilhas (0). Infiltrado linfocitário descontínuo (1).

Tipo III: Ilhas tumorais invasivas com mais de 15 células (0).  Resposta linfoicitária limitada ou ausente (3).

Tipo IV:  Ilhas tumorais invasivas com menos de 15 células (1).

Tipo V: Tumor satélite, células à 1mm no fronte da invasão (3). 

2.Resposta linfocitária:  

Infiltrado contínuo e denso no fronte do tumor (0).

Modelo HR*

Baixo risco (0) / Risco intermediário (1-2) / Alto risco (3-9)

1. Padrão de invasão:

Tumor compacto (0).

Nervos maiores que 1mm de diámetro (3).

3. Presença de invasão perineural:

Ausente (0).

Nervos menores que 1mm de diámetro (1).
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Figura 3-  Modelo HR, critério de padrão de invasão.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

Legenda: 
 

a) Tipo I e II revela tumor compacto e/ou com grandes ilhas;  
b) Tipo III revela ilhas tumorais invasivas com mais de 15 células;  
c) Tipo IV demonstrando ilhas tumorais invasivas com menos de 15 células e  
d) Tipo V revelando tumor satélite, células localizadas 1mm do fronte de 
invasão. Todas em objetiva de 2,5x. 

Fonte: Da autora. 

a b 

c d

D 
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Figura 4- Modelo HR, critério de resposta linfocitária. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Legenda: a) Tipo I apresenta um infiltrado contínuo e denso no fronte do tumor;  
b) Tipo II apresenta um infiltrado linfocitário descontínuo e  
c) Tipo III apresenta uma resposta linfocitária escassa ou ausente.  
Todas em objetiva de 2,5x. 

Fonte: Da autora. 

 
 
 

a b 

c 
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Figura 5- Modelo HR, critério presença ou ausência de invasão perineural. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Legenda: Nervos maiores e menores que 1mm de diâmetro, em 
objetivas 10x. 

Fonte: Da autora. 

 
 

4.7 Avaliação da OMS 

 

 A análise histopatológica para avaliar a classificação internacional de 

tumores da OMS seguiu os critérios publicados por Barnes et al. (2005), que avalia 

os graus de queratinização do tumor (bem diferenciado, moderadamente 

diferenciado, pobremente diferenciado nas figuras 6 e indiferenciado), os níveis de 

pleomorfismo celular e nuclear e a presença de atividade mitótica. Essa avalição foi 

coletada dos laudos histopatológicos dos pacientes de Varginha – Brasil (ANEXO A). 

Os pacientes que não apresentavam a avaliação da OMS no laudo, foi realizada por 

CBD e os já presentes, foram realizadas as confirmações de leitura (releitura), com o 

intuito de estabelecer o mesmo padrão de visualização. Para análise estatística 

realizamos a união de bem diferenciado e moderadamente diferenciado (1) versus 

pobremente diferenciado (2).  
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Figura 6- Modelo da OMS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Classificado como:  
a) Bem diferenciado,  
b) Moderadamente diferenciado e  
c) Pobremente diferenciado.  
Todas em objetivas de 5x. 

Fonte: Da autora. 

 

a 

c 

b 
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4.8 Avaliação do TSR e associação de TSR e MBD 

 

A análise dos cortes foi realizada por microscopia de luz para treinamento e 

calibração de 2 avaliadores CBD e JG. A leitura das lâminas foi realizada de modo 

independente por 2 avaliadores CBD e JG, e em casos de discordância as lâminas 

foram reavaliadas por 3 avaliadores CBD, JG e LMRP. A análise histopatológica 

para avaliar o TSR, seguiu os critérios publicados por Almangush et al. (2018), que 

avaliaram 2 critérios: estroma pobre (<50%) ou estroma rico (≥50%), demonstrado 

na figura 7.  

A associação das leituras do método de avaliação do TSR com o modelo BD, 

seguiu os critérios proposto por Almangush et al. (2018), onde escore 0 (baixo risco) 

são os três parâmetros (brotamento do tumor, profundidade de invasão e TSR) 

apresentando abaixo dos pontos de corte, ou seja, <5 brotamentos, <4 mm de 

profundidade e <50 % estroma; escore 1 (risco intermediário) apenas um dos 

parâmetros excedendo o ponto de corte; escore 2 (alto risco) dois dos marcadores 

excederam o ponto de corte; escore 3 (extremamente alto risco) todos os 

parâmetros excedendo o ponto de corte. Dessa maneira, os casos com escore 0 

foram considerados de baixo risco (1); escore 1 ou 2 foram considerados de risco 

intermediário (2) e escore 3 de alto risco (3).  Para análise estatística realizamos a 

união de baixo risco e risco intermediário (1) versus alto risco (2). 
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Figura 7- Critérios de avaliação do sistema TSR. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Legenda: a) Estroma pobre (<50%);  
b) Estroma rico (≥50%) no fronte tumoral. 
Todas em objetiva de 5x. 

Fonte: Da autora. 

 
 
 
 
 
 
 
 

a 

b 
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4.9 Reação imuno-histoquímica 

 

Para a reação de imuno-histoquímica foram realizados cortes com 3 µm de 

espessura da pré-seleção dos blocos referentes as lâminas que melhor 

representaram o fronte de invasão. Os cortes foram aderidos às lâminas silanizadas 

e em seguida para melhor fixação dos fragmentos, as mesmas permaneceram em 

estufa à 60°C overnight. Os cortes histológicos foram diafanizados em três 

sequências de Histological Clearing Agent / Histo-Clear (National diagnostic), por 5 

minutos cada em temperatura ambiente, hidratados em concentrações decrescentes 

de álcool (100%, 90% e 70%) e posteriormente lavados em água destilada por 5 

minutos.  

Os anticorpos referentes a tabela 5, após o período de padronização foi 

estabelecido o procedimento operacional padrão (POP). O procedimento inicial de 

recuperação antigênica foi realizado através da imersão das lâminas em solução 

target retrieval solution diluição 1:50 com água destilada (Dako) em vaporeira à 

95°C por 20 minutos. Após 20 minutos em temperatura ambiente para esfriamento, 

os cortes foram lavados em wash buffer (Dako) e a atividade da peroxidase 

endógena foi bloqueada com bperoxidase-blocking reagent (Dako) por 5 minutos 

seguindo por wash buffer. Em seguida, os cortes foram incubados overnight à 4-8°C 

em câmera úmida com o anticorpo primário descritos na tabela 5, diluído com 

solução tamponada de fosfato salino (PBS). 

 

Tabela 5- Anticorpos, diluições utilizadas e marcas. 

Fonte: Da autora. 

 

No dia seguinte, as lâminas foram lavadas com wash buffer por 5 min e nos 

cortes foram adicionados o linker (Dako) por 15 minutos, seguindo por wash buffer e 

incubados com a enzima HRP (Dako) por 30 minutos, após foram lavadas duas 

vezes com wash buffer, seguindo por revelação com substrate working solution, 

diluição 20:1000 de substrate buffer e DAB + Chromogen (Dako). Ao final, as 

Diluições Marca

Anti-Fascina Mouse Monoclonal 1: 1000 Abcam Inc, USA

Anti-Plectina Goat Policlonal 1: 100 Santa Cruz Biotechnology Inc, USA

Anti-STC2 Rabbit Policlonal 1: 100 Invitrogen Inc, USA

Anti-EEF1D Rabbit Policlonal 1: 2500 Sigma–Aldrich Inc, USA

Anti-PINP Rabbit Policlonal 1: 5000 Caseiro

Anticorpos
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lâminas foram lavadas com wash buffer em seguida por água destilada por 5 

minutos, contra-coradas com hematoxilina de Harris por 20 segundos, lavadas em 

água corrente por 5 minutos, lavadas em água destilada e montadas com 

Fluoromount-GTM (Electron Microscopy Sciences). 

O protocolo utilizado para o anticorpo Plectina (goat, policlonal, diluição 1:100, 

da marca Santa Cruz Biotechnology Inc, USA), iniciou também com a recuperação 

antigênica onde as lâminas ficaram imersas no solução tamponada de citrato (10mM 

– pH 6.0) em vaporeira à 95°C por 15 minutos. Após 15 minutos em temperatura 

ambiente para esfriamento, os cortes foram lavados em PBS e a atividade da 

peroxidase endógena foi bloqueada com peroxidase-blocking reagent (Dako) por 5 

minutos seguindo por lavagem PBS de 10 minutos. A seguir foi adicionado sobre 

cada corte BSA (bovine serum albumins – SIGMA-ALDRICH) à 37°C por 10 minutos 

e os cortes foram incubados em câmera úmida por 16 horas à 4°C com o anticorpo 

primário Plectina, diluído com PBS. No dia seguinte, foram lavadas com PBS e nos 

cortes foram adicionados Donkey Anti-goat (Biotin - Abcam – ab6884) por 30 

minutos à 37°C, seguindo por duas lavagens com PBS de 10 minutos cada e 

incubados com Avidim peroxidase conjugate (Biotin - Abcam – ab59653) por 15 

minutos à 37°C, após foi realizado duas trocas de PBS. Para a revelação utilizamos 

o substrate working solution, diluição 20:1000 (Dako). Ao final, as lâminas foram 

lavadas com PBS por 5 minutos e em seguida por água destilada, contra-coradas 

com hematoxilina por 20 segundos, lavadas em água corrente por 5 minutos, 

lavadas em água destilada e montadas com Fluoromount-GTM. Vale ressaltar que os 

experimentos de imuno-histoquímica foram realizados na Universidade de 

Valparaíso (Chile), no laboratório do professor WAGA. 

 

4.10 Análise histopatológica imuno-histoquímica 

 
A realização da leitura e calibração das lâminas de imuno-histoquímica foi 

realizada pelos avaliadores CBD e WAGA com auxílio de microscopia de luz sob o 

microscópio óptico Leica DM500, e a captura de imagens (objetiva 20x) utilizando-se 

o programa Leica LAS EZ (três campos). As pontuações foram atribuídas de acordo 

com a porcentagem de células tumorais positivas e a intensidade da coloração. 

Para: Fascina (Figuras 8), EEF1D (Figuras 9), STC2 (Figuras 10), Plectina (Figura 

11) e PINP (Figura 12) foram avaliadas as porcentagens de células tumorais 
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positivas, os escores foram os seguintes: 0- negativo; 1- <25%; 2- 26%-50%; e 3- > 

51%. Para intensidade, os escores foram os seguintes: 0- negativo; 1- fraco; 2- 

moderado e 3- forte. As pontuações finais foram calculadas de acordo com a soma 

da porcentagem de células positivas e a intensidade da coloração e para análise 

estatística, as amostras foram categorizadas em dois grupos. A baixa expressão (1) 

foi definida como um escore final <4 pontos e alta expressão (2) foi definida como 

um escore final ≥ 4, como descrito por Dourado et al. (2018), demonstrado na tabela 

6. O escore para PINP no estroma foi avaliado da seguinte forma: as células 

estromais marcadas foram classificados como negativo se 0% das células estromais 

fossem marcados com PINP, escassos se 1% a 50% fossem PINP positivos e 

abundantes se > 50% das células estromais fossem PINP positivos (Figuras 12), 

como descrito por Bagordakis et al. (2016), descrito na tabela 7.  

 

Tabela 6- Marcação imuno-histoquímica descrita por Dourado et al. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: DOURADO et al., 2018. 

 

Tabela 7- Marcação imuno-histoquímica descrita por Bagordakis et al. 

 

 
 
 
 
 
 

Fonte: BAGORDAKIS et al., 2016. 

 

 

 

 

 

 

Marcação imuno-histoquímica

Baixa expressão 1-3 (<4) / Alta espressão 4-6 (≥4)

Negativo (0)

Fraco (1)

Moderado (2)

Forte (3)

Intensidade da marcação

Negativo (0)

 <25%  (1)

26% - 50% (2)

>51% (3)

Porcentagem de células marcadas

Marcação imuno-histoquímica

Negativo (0%)

 Escasso (1% a 50%)

Abundante (> 50%)
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Figura 8- Imunoexpressão de Fascina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Intensidade de marcação:  
a) Baixo;  
b) Moderado   
c) Forte. 
Todas em objetiva de 20x. 

Fonte: Da autora. 

a 

b 

c 
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Figura 9- Imunoexpressão de EEF1D 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Intensidade de marcação:  
a) Baixo;  
b) Moderado   
c) Forte. 
Todas em objetiva de 20x. 

Fonte: Da autora. 
 

 

a 

b 

c 
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Figura 10- Imunoexpressão de STC2. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  

 

Legenda: Intensidade de marcação:  
a) Baixo;  
b) Moderado 
c) Forte. 
Todas em objetiva de 20x.  

Fonte: Da autora. 

 

a 

b 

c 
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Figura 11- Imunoexpressão de Plectina 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Legenda: Intensidade de marcação:  
a) Negativo 
b) Baixo 
c) Moderado 
Todas em objetiva de 20x. 

Fonte: Da autora. 

a 

b 

c 
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Figura 12- Imunoexpressão de PINP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Intensidade de marcação / Marcação de 
células estromais: 
a) Negativo / Negativo                                                                       
b) Baixa / 1-50%                                                                     
c) Moderada / >50% células do estroma                                                                    
Todas em objetiva de 20x 

Fonte: Da autora. 

a 

b 

c 
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4.11 Análise estatística 

  

As informações clínicas adquiridas dos prontuários dos pacientes foram 

inicialmente, transferidas para a ficha padronizada (ANEXO A) e, em seguida, tanto 

os dados clínicos quanto as análises microscópicas foram armazenadas em 

planilhas no Microsoft Excel (2013) formando um banco de dados. A análise 

estatística foi realizada por meio do software de estatística MedCalc (versão 17.8.1). 

O valor de significância atribuído p=0,05. Realizou-se análises estatística qui-

quadrado, tanto para os sistemas de gradação histopatológica como para os 

marcadores. As curvas de sobrevida foram construídas com base no método de 

Kaplan-Meier e comparadas com o   teste Log-rank. Para a análise multivariada, foi 

utilizado o modelo de riscos proporcionais de Cox (método stepwise), incluindo 

os parâmetros clínicos patológicos, sistemas de gradação histopatológica e 

marcadores imuno-histoquímicos. 
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5 RESULTADOS 

 

Dos 121 pacientes com CEC oral do Hospital Bom Pastor de Varginha – 

Brasil que contemplavam os critérios de inclusão e dos 44 pacientes da 

Universidade Valparaíso – Chile, selecionamos apenas as topografias de língua e 

assoalho bucal. Dessa maneira obtive-se 98 pacientes (79%) de Varginha – Brasil e 

26 de Valparaíso – Chile (21%), totalizando um grupo de 124 pacientes com CEC de 

língua e assoalho bucal. 

 Desses 124 pacientes avaliados, a idade mediana foi de 62 anos. De 

acordo com os aspectos epidemiológicos 66,1% dos pacientes eram do gênero 

masculino (n=82).  Tabagista (n=83; 66,9%) e etilista (n=61; 49,2%). Os pacientes 

que fumavam e bebiam conjuntamente eram 48,4% (n=60) e a localização estudada 

foi a língua (n=91; 73,4%), seguida de assoalho bucal (n=33; 26,6%) (Tabela 8). 

Em relação ao sistema TNM, a maior prevalência (n=76; 61,3%) foi de 

tumores T1 e T2. Desses 76 pacientes, 55 (44,4%) foram T2. Quanto aos tumores 

T3 e T4 (n=44; 35,5%), 23 pacientes foram T4 (18,5%). Em relação à variante N, a 

maior prevalência foi de N0 com 68 pacientes (54,8%), seguido por 24 pacientes 

(19,3%) com N1, 22 pacientes (17,7%) com N2, três pacientes (2,4%) com NX e três 

pacientes (2,4%) com N3. Em relação à variante M, foi observada uma maior 

prevalência (67 pacientes; 54,0%) de M0, seguida de MX (n=51; 41,1%). 

 Ao analisar o estadiamento clínico, a associação dos estadiamento III e IV se 

mostrou mais prevalente (n=72; 58,0%) em relação a associação dos estadiamentos 

de níveis I e II (n=48; 38,7%). De acordo com a associação do estadiamento III e IV, 

o estadiamento clínico que mostrou mais frequente entre esta associação foi de 

nível IV com 34,7% (n=43). E estadiamento clínico em análise univariada mostrou 

uma tendência (p=0,07) para sobrevida específica de doença (Tabela 8). 

A maioria das peças cirúrgicas avaliadas apresentaram margens livres (n=61, 

49,2%), presença de invasão vascular (n=60, 48,4%) e invasão perineural (n=66, 

53,2%) (Tabela 8). Quanto ao tratamento estabelecido para os pacientes, 24 

(19,3%) realizaram apenas cirurgia, 43 (34,7%) associaram cirurgia e radioterapia e 

52 (41,9%) se submeteram à cirurgia, radioterapia e à quimioterapia (Tabela 8). 
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Tabela 8 - Características clínico-patológicas e análise univariada para sobrevida específica e livre de  
                  doença de pacientes com carcinoma espinocelular de língua e assoalho bucal. 

Fonte: Da autora. 
Nota: (RT) radioterapia, (QT) quimioterapia, (HR) hazard ratio e (CI) confidence interval. 
 
 

Após 5 anos, 60,5% dos pacientes (n=75) estavam vivos, sendo que 26,6% 

não apresentavam evidência da doença (n=33) e 33,8% com a doença (n=42), 14 

foram perdidos de vista (11,3%). Quanto aos óbitos, 31 pacientes (25,0%) morreram 

depois de, em média, 26,6 meses. Trinta pacientes (24,2%) morreram devido ao 

tumor e um (0,8%) morreu por outras causas. Dos 124 pacientes, 80 (64,5%) 

realizaram esvaziamento linfonodal, mas apenas 56 (45,2%) deles apresentando 

Local de amostras

Varginha- Brasil 98 (79,0) 63,5 Referência 72,2 Referência

Valparaíso- Chile 26 (21,0) 63,3 1,57 (0,70-3,53) / 0,19 73,1 0,81 (0,33-1,95) / 0,64

Idade

≤62 anos 63 (50,8) 51,4 Referência 66,5 Referência

>62 anos 61 (49,2) 75,1 0,88 (0,43-1,82) / 0,73 77,0 0,99 (0,43-2,27) / 0,99

Gênero

   Masculino 82 (66,1) 64,4 Referência 75,6 Referência

   Feminino 42 (33,9) 67,0 1,11 (0,52-2,37) / 0,77 67,6 0,81 (0,35-1,91) / 0,64

Hábito de fumar

   Não 17 (13,7) 52,3 Referência 57,3 Referência

   Sim 83 (66,9) 68,4 0,74 (0,27-2,00) / 0,50 77,5 0,67 (0,22-2,09) / 0,43

Hábito de beber

   Não 32 (25,8) 64,9 Referência 58,8 Referência

   Sim 61 (49,2) 63,2 1,36 (0,60-3,03) / 0,45 79,9 0,78 (0,31-1,92) / 0,57

Localização

   Língua 91 (73,4) 64,9 Referência 75,7 Referência

Assoalho bucal 33 (26,6) 72,2 0,70 (0,31-1,58) / 0,42 70,6 1,03 (0,40- 2,62) / 0,94

Estadiamento Clínico

   I / II 48 (38,7) 79,2 Referência 67,5 Referência

   III / IV 72 (58,0) 58,3 2,07 (0,99-4,31) / 0,07 78,3 0,66 (0,29-1,46) / 0,29

Sequência de tratamento

   Cirurgia 24 (19,3) 82,8 Referência 71,2 Referência

   Cirurgia / RT 43 (34,7) 67,0 1,14 (0,42-3,13) 85,1 0,75 (0,25-2,29)

   Cirurgia / RT / QT 52 (41,9) 58,3 1,32 (0,50-3,46) / 0,84 66,8 1,67 (0,56-5,00) / 0,19

Margens cirúrgicas

   Livres 61 (49,2) 78,6 Referência 76,4 Referência

     Comprometidas 42 (33,9) 50,1 2,13 (0,87-5,20) / 0,05 57,1 1,58 (0,61-4,05) / 0,27

Comprometimento linfonodal

  Não 65 (52,4) 79,0 Referência 78,0 Referência

  Sim 56 (45,2) 51,6 1,94 (0,93-4,06) / 0,07 67,7 1,54 (0,68-3,51) / 0,26

Invasão vascular

  Não 13 (10,5) 32,1 Referência 50,0 Referência

  Sim 60 (48,4) 61,6 0,57 (0,15-2,18) / 0,32 71,5 1,82 (0,36-9,08) / 0,54

Invasão perineural

Não 58 (46,8) 74,4 Referência 68,5 Referência

Sim 66 (53,2) 58,6 1,31 (0,63-2,68) / 0,46 76,9 0,92 (0,41-2,06) / 0,83

Resposta linfocitária

Tipo I / II 94 (75,8) 70,3 Referência 79,4 Referência

Tipo III 30 (24,2) 50,1 2,01 (0,82-4,95) / 0,06 54,4 2,44 (0,94-6,36) / 0,02

Padrão de invasão

Tipo I / II / III / IV 111 (89,5) 66,1 Referência 72,2 Referência

Tipo V 13 (10,5) 62,5 0,95 (0,29-3,07) / 0,93 78,6 0,92 (0,22-3,74) / 0,91

Parâmetros

Número de 

pacientes 

(%)

Sobrevida específica de doença Sobrevida livre de doença

% em 5 

anos
HR (95% CI) / p valor

% em 5 

anos
HR (95% CI) / p valor
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comprometimento dos linfonodos e em análise univariada observa-se uma tendência 

(p=0,07) para sobrevida específica de doença (Tabela 8). Desses 56 pacientes com 

comprometimento linfonodal, 47 (37,9%) revelaram alta imunoexpressão de Fascina, 

37 (29,8%) de EEF1D e 33 (26,6%) de STC2. Os pacientes que demonstraram baixa 

imunoexpressão foram 51 (41,1%) para Plectina, 41 (33,1%) para PINP tumor e 46 

(37,1%) para PINP no estroma. Considerando a variável profundidade de invasão, a 

maioria das amostras (n=97; 78,2%) foi acima de 4mm, e ao analisar números de 

brotamentos, verificou-se que 63 delas (50,8%) apresentaram menos de 5 

brotamentos no fronte de invasão. O escore mais prevalente foi o de baixo risco e 

risco intermediário (n=73; 58,9%), seguido do alto risco, (n=51; 41,1%) (Tabela 9). 

Ao correlacionar estadiamento clínico com os escore do modelo BD, observamos 

que dos 48 pacientes (38,7%) com estadiamento iniciais (I e II), 16,1% apresentaram 

(n=20) um escore alto do modelo BD. 

A avaliação dos resultados com base na classificação internacional de tumores 

da OMS, revelou que a maioria das peças cirúrgicas foram classificadas como bem 

diferenciadas e moderadamente diferenciadas (n=116; 93,5%), dessa associação a 

maioria moderadamente diferenciados (66,9%; n=83), apenas 6,5% foram 

classificados como pobremente diferenciados (n=8) (Tabela 9). 

A leitura das lâminas revelou que a maioria dos pacientes apresentaram com 

<50% de estroma (n=83; 66,9%), seguido de 33,1% dos pacientes com ≥50% de 

estroma (n=41). A associação do TSR e MBD revelou que a maioria dos pacientes 

78,2% apresentaram escores (n=97) de baixo risco e risco intermediário, seguido de 

alto risco (n=27; 21,8%). Da associação dos escores de baixo risco e risco 

intermediários observou-se que o risco intermediário foi o mais prevalente com 

72,6% (n=90) (Tabela 9). 

Considerando as variáveis do modelo HR observou-se que 89,5% (n=111) 

apresentam o padrão de invasão (tipo I / II / III / IV), 75,8% dos pacientes (n=94) 

apresentaram resposta linfocitária (tipo I /II) e 53,2% (n=66) apresentaram presença 

de invasão perineural, revelando que a maioria dos pacientes (n=103; 83,1%) 

apresentou o escore de baixo risco e risco intermediário, sendo o mais prevalente o 

baixo risco (65,3%; n=81), 16,9% dos pacientes com alto risco (n=21) (Tabela 8 e 9). 
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Tabela 9 – Parâmetros clínicos-patológicos, sistemas de gradações histopatológicas e análise univa-  
                  riada para sobrevida específica e livre de doença de pacientes com carcinoma espinocelu-  
                  lar de língua e assoalho bucal. 

Fonte: Da autora. 
Nota: (HR) hazard ratio e (CI) confidence interval. 

 

Na análise dos marcadores imuno-histoquímicos, observou-se que os 

marcadores com alta expressão foram: Fascina (84,7%; n=105); EEF1D (62,9%; 

n=78) e STC2 (55,6%; n=69).  No entanto, tanto Plectina (84,7%; n=105) quanto 

PINP no tumor (75%; n=93) mostraram baixa expressão. A segunda análise do 

marcador PINP foi realizada referente ao estroma, revelando que na maioria dos 

pacientes houve uma presença de >50% (83,1%; n=103) de marcação no estroma 

(Tabela 10).  

Dos 124 pacientes analisados, o tempo médio de acompanhamento foi de 90 

meses, variando de 1 a 136 meses, para a sobrevida específica de doença e de 91 

meses, variando de 1 a 136 meses, para sobrevida livre de doença. Adicionalmente, 

pode-se observar que em 60 meses (5 anos) aproximadamente 68% dos pacientes 

estão vivos (Figura 13) e em 60 meses (5 anos) aproximadamente, 73% dos 

pacientes estavam livres de recorrência (Figura 14). 

 

 

 

Modelo HR

Baixo / Intermediário 103 (83,1) 67,8 Referência 74,5 Referência

Alto 21 (16,9) 53,5 2,16 (0,78-5,99) / 0,05 66,2 1,65 (0,51-5,31) / 0,29

Profundidade de invasão

< 4 mm 27 (21,8) 78,0 Referência 68,1 Referência

≥ 4 mm 97 (78,2) 62,6 1,39 (0,58-3,31) / 0,49 75,0 0,74 (0,27-2,02) / 0,51

Brotamento tumoral

< 5 63 (50,8) 78,1 Referência 82,3 Referência

  ≥ 5 61 (49,2) 51,7 2,10 (1,02-4,35) / 0,03 60,8 2,51 (1,09-5,79) / 0,01

Modelo BD

Baixo / Intermediário 73 (58,9) 73,5 Referência 78,1 Referência

Alto 51 (41,1) 50,8 1,88 (0,88-3,99) / 0,05 63,5 1,82 (0,77-4,31) / 0,12

Modelo da OMS

Bem / Moderadamente 116 (93,5) 68,4 Referência 74,0 Referência

Pobremente diferenciado 8 (6,5) 0,0 4,76 (0,60-37-26) / 0,001 50,0 2,58 (0,11-59,59) / 0,32

TSR

Estroma pobre 83 (66,9) 65,6 Referência 74,2 Referência

Estroma rico 41 (33,1) 64,2 1,46 (0,68-3,10) / 0,29 73,9 1,10 (0,47-2,55) / 0,80

TSR e MBD

Baixo / Intermediário 97 (78,2) 68,2 Referência 77,6 Referência

Alto 27 (21,8) 55,3 2,09 (0,80-5,41) / 0,05 56,4 2,70 (0,89-8,13) / 0,01

Parâmetros

Número de 

pacientes 

(%)

Sobrevida específica de doença Sobrevida livre de doença

% em 5 

anos
HR (95% CI) / p valor

% em 5 

anos
HR (95% CI) / p valor
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Tabela 10- Características dos marcadores imuno-histoquímicos e análise univariada para sobrevida  
                   específica e livre de doença de pacientes com carcinoma espinocelular de língua e asso-  
                   alho bucal. 

Fonte: Da autora. 
Nota: (HR) hazard ratio e (CI) confidence interval. 
 
 
Figura 13 – Sobrevida específica de doença em pacientes com carcinoma espinocelular de língua e  
                    assoalho bucal. 

Fonte: Da autora. 

 

 

 

 

Fascina

Baixa expressão 15 (12,1) 40,4 Referência 92,3 Referência

Alta expressão 105 (84,7) 69,7 0,51 (0,18-1,47) / 0,11 70,8 0,93 (0,26-3,24) / 0,91

EEF1D

Baixa expressão 41 (33,1) 77,1 Referência 77,9 Referência

Alta expressão 78 (62,9) 58,1 1,55 (0,73-3,29) / 0,28 72,0 0,87 (0,37-2,04) / 0,74

STC2

Baixa expressão 29 (23,4) 89,5 Referência 100,0 Referência

Alta expressão 69 (55,6) 47,6 3,09 (1,21-7,85) / 0,05 57,2 2,97 (1,17-7,52) / 0,02

Plectina

Baixa expressão 105 (84,7) 64,4 Referência 76,1 Referência

Alta expressão 15 (12,1) 74,5 0,84 (0,27-2,60) / 0,78 57,1 0,68 (0,19-2,39) / 0,60

PINP (tumor)

Baixa expressão 93 (75,0) 65,3 Referência 79,8 Referência

Alta expressão 24 (19,4) 58,3 1,04 (0,44-2,48) / 0,91 61,5 1,73 (0,68-4,36) / 0,18

PINP (estroma)

> 50% 103 (83,1) 64,4 Referência 76,4 Referência

1 a 50% 8 (6,5) 68,6 1,28 (0,25-6,38) 40,0 3,79 (0,44-32,78) / 0,04

0% 6 (4,8) 75,0 1,19 (0,13-10,31) / 0,92 100,0 NA

Parâmetros

Número de 

pacientes 

(%)

Sobrevida específica de doença Sobrevida livre de doença

% em 5 

anos
HR (95% CI) / p valor

% em 5 

anos
HR (95% CI) / p valor
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Figura 14- Sobrevida livre de doença em pacientes com carcinoma espinocelular de língua e  
                  assoalho bucal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Da autora. 

 
Considerado os parâmetros clínico-patológicos indicados na Tabela 8, 9 e 10 

em análise univariada, observou-se que, margens cirúrgicas comprometidas 

(p=0,05), mais de 5 brotamentos tumorais no fronte de invasão (p=0,03), escore alto 

do modelo BD (p=0,05), tumores pobremente diferenciados (p=0,001), escore alto 

de TSR e MBD (p=0,05) e escore alto do modelo HR (p=0,05) correlacionaram 

significantemente com pior prognóstico considerando sobrevida específica da 

doença. Já os indicadores, mais que 5 brotamentos tumorais no fronte de invasão 

(p=0,01), escore alto de TRS e MBD (p=0,01) e resposta linfocitária escassa ou 

ausente (p=0,02) influenciaram significativamente a sobrevida livre de doença 

favorecendo um pior prognóstico. 

O escore alto de TSR e MBD resistiu à análise multivariada de Cox para os 

sistemas de gradações histopatológicas, após ajuste para outros fatores 

prognósticos, considerando tanto a sobrevida específica (p=0,03) quanto a livre de 

doença (p=0,03). Embora a classificação da OMS tenha revelado significância 

para sobrevida específica de doença, observamos que o grupo analisado (93,5% 

das amostras foram classificadas como bem ou moderadamente diferenciada e 

apenas 6,5% como pobremente diferenciado) não foi homogêneo para 

interpretações estatísticas em análise multivariada (Tabela 11 e 12). 
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Tabela 11- Análise multivariada de Cox para os sistemas de gradações histopatológicas para sobrevi-  
                  da específica de doença em pacientes com carcinoma espinocelular de língua e assoalho  
                  bucal. 

Fonte: Da autora. 
Nota: (HR) hazard ratio e (CI) confidence interval. 
 
 
Tabela 12- Análise multivariada de Cox para sobrevida livre de doença dos sistemas de gradações  
                  histopatológicas em pacientes com carcinoma espinocelular de língua e assoalho bucal. 

Fonte: Da autora. 
Nota: (HR) hazard ratio e (CI) confidence interval. 

 

 Ao analisar os marcadores imuno-histoquímicos em relação à sobrevida dos 

pacientes, observou-se que a alta expressão de STC2 interferiu significativamente 

na sobrevida específica (p=0,05) e na livre de doença (p=0,02) dos pacientes 

(Tabela 10). No entanto, na análise multivariada de Cox, os parâmetros resistentes 

foram margens cirúrgicas comprometidas (p=0,03) para sobrevida específica de 

doença e tratamento com multimodalidades (cirurgia, radioterapia e quimioterapia) 

(p=0,02) e alta expressão de STC2 (p=0,04) para sobrevida livre de doença (Tabela 

13 e 14). 

 
Tabela 13- Análise multivariada de Cox com parâmetros clínicos-patológicos, o sistema de gradação  
                  histopatológico TSR e MBD e os marcadores imuno-histoquímicos para sobrevida especí-  
                  fica de doença em pacientes com carcinoma espinicelular de língua e assoalho bucal. 

Fonte: Da autora. 
Nota: (HR) hazard ratio e (CI) confidence interval. 

 

 

 

HR (95% CI) p valor

Margens cirúrgicas

   Livres Referência

     Comprometidas 3,15 (1,06-9,35)

Parâmetros
Sobrevida específica de doença

0,03

HR (95% CI) p valor

TSR e MBD

Baixo / Intermediário Referência

Alto 2,59 (1,09-6,18)

Sobrevida livre de doença
Parâmetros

0,03

HR (95% CI) p valor

TSR e MBD

Baixo / Intermediário Referência

Alto 2,61 (1,07-6,36) 

Parâmetros
Sobrevida específica de doença

0,03
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Tabela 14- Análise multivariada de Cox para sobrevida livre de doença com parâmetros clínicos-pato- 
                  lógicos, o sistema de gradação histopatológico TSR e MBD e os marcadores imuno-histo- 
                  químicos em pacientes com carcinoma espinicelular de língua e assoalho bucal. 

Fonte: Da autora. 
Nota: (RT) radioterapia, (QT) quimioterapia, (HR) hazard ratio e (CI) confidence interval. 

 

A análise de qui-quadrado foi realizada entre os sistemas de gradações 

histopatológicas e expressões imuno-histoquímica dos marcadores, para avaliar a 

correlação entre eles (Tabela 15 e 16). 

As associações dos sistemas de gradação histopatológicas com as 

características clínicas e patológicas são mostradas na Tabela 15. Uma significante 

correlação entre modelo BD e sequência de tratamento (p=0,03), invasão perineural 

(p=0,03), profundidade de invasão (p=0,0001) e brotamento tumoral (p=0,0001) foi 

observada neste estudo. Nenhum parâmetro foi correlacionado com a classificação 

da OMS. Considerando o sistema TSR, hábito de beber (p=0,01), margens 

cirúrgicas (p=0,03), invasão perineural (p=0,0005), brotamento tumoral (p=0,002) e 

padrão de invasão (p=0,02) foram correlacionados significativamente. Para o modelo 

HR, hábito de fumar (p=0,02), estadiamento clínico (p=0,03), invasão perineural 

(p=0,005), resposta linfocitária (p=0,0001) e padrão de invasão (p=0,0001) foram 

significativos. Por fim, o modelo associado TSR e MBD correlacionou 

significativamente com invasão perineural (p=0,01), profundidade de invasão 

(p=0,002), brotamento tumoral (p=0,0001) e padrão de invasão (p=0,02). 

As associações entre as expressões imuno-histoquímicas dos marcadores e 

as características clínicas e patológicas são mostradas na Tabela 16. Uma 

significante correlação entre a imunoexpressão de Fascina e gênero (p=0,01) e 

invasão perineural (p=0,03) foram observadas. Para EEF1D, identificou-se que 

sequência de tratamento (p=0,01) e resposta linfocitária (p=0,005) foram 

significantes. STC2 mostrou a significância com invasão perineural (p=0,02), 

resposta linfocitária (p=0,03), profundidade de invasão (p=0,03) e padrão de invasão 

HR (95% CI) p valor

Sequência de tratamento

   Cirurgia

   Cirurgia / RT Referência

   Cirurgia / RT / QT 3,28 (1,15-9,34)

STC2

   Baixa expressão Referência

   Alta expressão 3,42 (1,04-11,22)

0,04

0,02

Parâmetros
Sobrevida livre de doença
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(p=0,03) revelaram significância. Em relação a plectina, apenas gênero (p= 0,004) e 

brotamento tumoral (p=0,05) mostraram significância. PINP (tumor), sequência de 

tratamento (p=0,02) e recidiva e/ou metástase (p=0,01) foram significantes. PINP 

(estroma), estadiamento clínico (p=0,01), comprometimento linfonodal (p=0,03) e 

profundidade de invasão (p=0,0002) foram significativos. 
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Baixo / Inter. Alto risco Bem / Mod. Pobremente Estroma pobre Estroma rico Leve / Mod. Abundante Leve / Mod. Abundante

Idade

≤62 anos 34 (46,6) 29 (56,9) 60 (51,7) 3 (37,5) 47 (51,1) 16 (50,0) 55 (53,4) 8 (38,1) 48 (49,5) 15 (55,6)

>62 anos 39 (53,4) 22 (43,1) 56 (48,3) 5 (62,5) 45 (48,9) 16 (50,0) 48 (46,6) 13 (61,9) 49 (50,5) 12 (44,4)

Gênero

   Masculino 46 (63,0) 36 (70,6) 77 (66,4) 5 (62,5) 65 (70,7) 17 (53,1) 68 (66,0) 14 (66,7) 65 (67,0) 17 (63,0)

   Feminino 27 (37,0) 15 (29,4) 39 (33,6) 3 (37,5) 27 (29,3) 15 (46,9) 35 (34,0) 7 (33,3) 32 (33,0) 10 (37,0)

Hábito de fumar

   Não 12 (20,7) 5 (11,9) 16 (17,2) 1 (14,3) 10 (14,1) 7 (24,1) 17 (21,0) 0 (0,0) 14 (18,4) 3 (12,5)

   Sim 46 (79,3) 37 (88,1) 77 (82,8) 6 (85,7) 61 (85,9) 22 (75,9) 64 (79,0) 19 (100,0) 62 (81,6) 21 (87,5)

Hábito de beber

   Não 21 (39,6) 11 (27,5) 29 (33,7) 3 (42,9) 17 (26,2) 15 (53,6) 26 (34,7) 6 (33,3) 24 (34,3) 8 (34,8)

   Sim 32 (60,4) 29 (72,5) 57 (66,3) 4 (57,1) 48 (73,8) 13 (46,4) 49 (65,3) 12 (66,7) 46 (65,7) 15 (65,2)

Localização

   Língua 54 (74,0) 37 (72,5) 85 (73,3) 6 (75,0) 70 (76,1) 21 (65,6) 77 (74,8) 14 (66,7) 71 (73,2) 20 (74,1)

Assoalho bucal 19 (26,0) 14 (27,5) 31 (26,7) 2 (25,0) 22 (23,9) 11 (34,4) 26 (25,2) 7 (33,3) 26 (26,8) 7 (25,9)

Estadiamento Clínico

   I / II 28 (40,0) 20 (40,0) 45 (39,8) 3 (42,9) 37 (42,0) 11 (34,4) 44 (44,4) 4 (19,0) 36 (38,7) 12 (44,4)

   III / IV 42 (60,0) 30 (60,0) 68 (60,2) 4 (57,1) 51 (58,0) 21 (65,6) 55 (55,6) 17 (81,0) 57 (61,3) 15 (55,6)

Sequência de tratamento

   Cirurgia 20 (28,2) 4 (8,3) 23 (20,5) 1 (14,3) 18 (20,5) 6 (19,4) 20 (20,4) 4 (19,0) 22 (23,7) 2 (7,7)

   Cirurgia / RT 28 (39,4) 15 (31,2) 41 (36,6) 2 (28,6) 31 (35,2) 12 (38,7) 37 (37,8) 6 (28,6) 33 (35,5) 10 (38,5)

   Cirurgia / RT / QT 23 (32,4) 29 (60,4) 48 (42,9) 4 (57,1) 39 (44,3) 13 (41,9) 41 (41,8) 11 (52,4) 38 (40,9) 14 (53,8)

Margens cirúrgicas

   Livres 38 (65,5) 23 (51,1) 60 (61,2) 1 (20,0) 49 (65,3) 12 (42,9) 55 (61,8) 6 (42,9) 50 (62,5) 11 (47,8)

     Comprometidas 20 (34,5) 22 (48,9) 38 (38,8) 4 (80,0) 26 (34,7) 16 (57,1) 34 (38,2) 8 (57,1) 30 (37,5) 12 (52,2)

Comprometimento linfonodal

  Não 43 (59,7) 22 (44,9) 62 (54,4) 3 (42,9) 47 (52,8) 18 (56,2) 56 (56,0) 9 (42,9) 49 (52,1) 16 (59,3)

  Sim 29 (40,3) 27 (55,1) 52 (45,6) 4 (57,1) 42 (47,2) 14 (43,7) 44 (44,0) 12 (57,1) 45 (47,9) 11 (40,7)

Recidiva / Metástase

  Não 58 (81,7) 35 (76,1) 88 (79,3) 5 (83,3) 66 (76,7) 27 (87,1) 77 (80,2) 16 (76,2) 75 (82,4) 18 (69,2)

Sim 13 (18,3) 11 (23,9) 23 (20,7) 1 (16,7) 20 (23,3) 4 (12,9) 19 (19,8) 5 (23,8) 16 (17,6) 8 (30,8)

Invasão perineural

Não 40 (54,8) 18 (35,3) 54 (46,6) 4 (50,0) 48 (57,8) 10 (24,4) 54 (52,4) 4 (19,0) 51 (52,6) 7 (25,9)

Sim 33 (45,2) 33 (64,7) 62 (53,4) 4 (50,0) 35 (42,2) 31 (75,6) 49 (47,6) 17 (81,0) 46 (47,4) 20 (74,1)

Invasão vascular

  Não 5 (12,8) 8 (23,5) 11 (16,4) 2 (33,3) 10 (17,9) 3 (17,6) 12 (17,6) 1 (20,0) 11 (19,0) 2 (13,3)

  Sim 34 (87,2) 26 (76,5) 56 (83,6) 4 (66,7) 46 (82,1) 14 (82,4) 56 (82,4) 4 (80,0) 47 (81,0) 13 (86,7)

Resposta linfocitária

Tipo I / II 58 (79,5) 36 (70,6) 89 (76,7) 5 (62,5) 64 (77,1) 30 (73,2) 85 (82,5) 9 (42,9) 75 (77,3) 19 (70,4)

Tipo III 15 (20,5) 15 (29,4) 27 (23,3) 3 (37,5) 19 (22,9) 11 (26,8) 18 (17,5) 12 (57,1) 22 (22,7) 8 (29,6)

Profundidade de invasão

< 4 mm 27 (37,0) 0 (0,0) 24 (20,7) 3 (37,5) 22 (26,5) 5 (12,2) 24 (23,3) 3 ( 14,3) 27 (27,8) 0 (0,0)

≥ 4 mm 46 (63,0) 51 (100,0) 92 (79,3) 5 (62,5) 61 (73,5) 36 (87,8) 79 (76,7) 18 (85,7) 70 (72,2) 27 (100,0)

Brotamento tumoral

< 5 63 (86,3) 0 (0,0) 59 (50,9) 4 (50,0) 50 (60,2) 13 (31,7) 51 (49,5) 12 (57,1) 63 (64,9) 0 (0,0)

  ≥ 5 10 (13,7) 51 (100,0) 57 (49,1) 4 (50,0) 33 (39,8) 28 (68,3) 52 (50,5) 9 (42,9) 34 (35,1) 27 (100,0)

Padrão de invasão

Tipo I / II / III / IV 68 (93,2) 43 (84,3) 103 (88,8) 8 (100,0) 78 (94,0) 33 (80,5) 98 (95,1) 13 (61,9) 90 (92,8) 21 (77,8)

Tipo V 5 (6,8) 8 (15,7) 13 (11,2) 0 (0,0) 5 (6,0) 8 (19,5) 5 (4,9) 8 (38,1) 7 (7,2) 6 (22,2)

Nota: (RT) radioterapia, (QT) quimioterapia, (HR) hazard ratio  e (CI) confidence interval.

N° de 

pacientes (%)

N° de 

pacientes (%)

N° de 

pacientes (%)

N° de 

pacientes (%)

N° de 

pacientes (%)

N° de 

pacientes (%)

N° de 

pacientes (%)

N° de 

pacientes (%)

N° de 

pacientes (%)

N° de 

pacientes (%)

p 

valor

0,20

0,22

TSR

p 

valor

0,91

0,07

0,84

0,22

0,86

1,00

0,03

0,62

Tabela 15 - Análise estatística pelo método qui-quadrado dos parâmetros clínico-patológicos com os sistemas de  gradação histopatológica.

Fonte: Da autora.

0,01

0,25

0,45

0,94

0,91

0,44

0,03

0,65

0,57

0,69

0,50

0,96

0,92

TSR e MBD

0,68

0,005

0,95

0,02

p 

valor

0,18

Modelo BD Modelo HR

Parâmetros
p 

valor

0,26

0,38

Modelo da OMS

p 

valor

0,43

0,82

0,25

0,91

0,59

0,18

0,89

0,0001

0,27

0,46

0,01

0,002

0,30

0,36

0,98

0,63

0,87

0,75

0,81

0,85

0,22

0,0005

0,73

0,06

0,55

0,03

0,61

0,45

0,20

0,51

0,14

0,0001

0,11 0,31

0,96

0,0020,360,070,0001 0,26

0,02 0,0001

0,52 0,0001

0,02

0,14

0,10

0,03

0,23

0,25
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Baixa expressão Alta expressão Baixa expressão Alta expressão Baixa expressão Alta expressão Baixa expressão Alta expressão Baixa expressão Alta expressão >50% 1 a 50% 0%

Idade

≤62 anos 11 (73,3) 51 (48,6) 20 (48,8) 42 (53,8) 12 (41,4) 42 (60,9) 51 (48,6) 11 (73,3) 47 (50,5) 14 (58,3) 52 (50,5) 6 (75,0) 3 (50,0)

>62 anos 4 (26,7) 54 (51,4) 21 (51,2) 36 (46,2) 17 (58,6) 27 (39,1) 54 (51,4) 4 (26,7) 46 (49,5) 10 (41,7) 51 (49,5) 2 (25,0) 3 (50,0)

Gênero

   Masculino 14 (93,3) 66 (62,9) 29 (70,7) 51 (65,4) 19 (65,5) 52 (75,4) 74 (70,5) 5 (33,3) 62 (66,7) 16 (66,7) 67 (65,0) 6 (75,0) 5 (83,3)

   Feminino 1 (6,7) 39 (37,1) 12 (29,3) 27 (34,6) 10 (34,5) 17 (24,6) 31 (29,5) 10 (66,7) 31(33,3) 8 (33,3) 36 (35,0) 2 (25,0) 1 (16,7)

Hábito de fumar

   Não 2 (15,4) 13 (15,5) 7 (20,6) 7 (11,3) 5 (20,8) 6 (11,3) 15 (17,6) 1 (8,3) 12 (16,2) 2 (10,0) 13 (15,3) 1 (16,7) 0 (0,0)

   Sim 11 (84,6) 71 (84,5) 27 (79,4) 55 (88,7) 19 (79,2) 47 (88,7) 70 (82,4) 11 (91,7) 62 (83,8) 18 (90,0) 71 (84,5) 5 (83,3) 4 (100,0)

Hábito de beber

   Não 2 (20,0) 28 (35,0) 10 (33,3) 20 (33,9) 7 (33,3) 14 (28,5) 27 (34,6) 4 (33,3) 24 (34,8) 5 (26,3) 28 (35,4) 1 (20,0) 0 (0,0)

   Sim 8 (80,0) 52 (65,0) 20 (66,7) 39 (66,1) 14 (66,7) 35 (71,4) 51 (65,4) 8 (66,7) 45 (65,2) 14 (73,7) 51 (64,6) 4 (80,0) 4 (100,0)

Localização

   Língua 10 (66,7) 77 (73,3) 30 (73,2) 56 (71,8) 24 (82,8) 49 (71,0) 74 (70,5) 13 (86,7) 68 (73,1) 18 (75,0) 78 (75,7) 5 (62,5) 3 (50,0)

Assoalho bucal 5 (33,3) 28 (26,7) 11 (26,8) 22 (28,2) 5 (17,2) 20 (29,0) 31 (29,5) 2 (13,3) 25 (26,9) 6 (25,0) 25 (24,3) 3 (37,5) 3 (50,0)

Estadiamento Clínico

   I / II 6 (42,9) 40 (39,2) 16 (39,0) 30 (40,5) 15 (51,4) 25 (38,5) 38 (37,6) 9 (60,0) 35 (39,3) 10 (41,7) 39 (39,4) 6 (75,0) 0 (0,0)

   III / IV 8 (57,1) 62 (60,8) 25 (61,0) 44 (59,5) 14 (48,3) 40 (61,5) 63 (62,4) 6 (40,0) 54 (60,7) 14 (58,3) 60 (60,6) 2 (25,0) 6 (100,0)

Sequência de tratamento

   Cirurgia 3 (20,0) 18 (18,0) 7 (17,1) 14 (19,2) 3 (10,7) 9 (13,8) 18 (18,0) 4 (26,7) 19 (21,3) 0 (0,0) 14 (14,3) 4 (50,0) 1 (16,7)

   Cirurgia / RT 6 (40,0) 37 (37,0) 22 (53,7) 20 (27,4) 13 (46,4) 26 (40,0) 37 (37,0) 5 (33,3) 35 (39,3) 8 (34,8) 40 (40,8) 1 (12,5) 2 (33,3)

   Cirurgia / RT / QT 6 (40,0) 45 (45,0) 12 (29,3) 39 (53,4) 12 (42,9) 30 (46,2) 45 (45,0) 6 (40,0) 35 (39,3) 15 (65,2) 44 (44,9) 3 (37,5) 3 (50,0)

Margens cirúrgicas

   Livres 9 (69,2) 50 (56,8) 19 (54,3) 39 (60,0) 14 (53,8) 30 (51,7) 53 (59,6) 7 (58,3) 47 (58,7) 10 (55,6) 52 (59,8) 2 (28,6) 3 (75,0)

     Comprometidas 4 (30,8) 38 (43,2) 16 (45,7) 26 (40,0) 12 (46,2) 28 (48,3) 36 (40,4) 5 (41,7) 33 (41,2) 8 (44,4) 35 (40,2) 5 (71,4) 1 (25,0)

Comprometimento linfonodal

  Não 6 (40,0) 55 (53,9) 21 (52,5) 39 (51,3) 17 (58,6) 33 (50,0) 51 (50,0) 11 (73,3) 49 (54,4) 10 (41,7) 54 (54,0) 5 (62,5) 0 (0,0)

  Sim 9 (60,0) 47 (46,1) 19 (47,5) 37 (48,7) 12 (41,4) 33 (50,0) 51 (50,0) 4 (26,7) 41 (45,6) 14 (58,3) 46 (46,0) 3 (37,5) 6 (100,0)

Recidiva / Metástase

  Não 12 (80,0) 78 (79,6) 31 (77,5) 58 (80,6) 24 (85,7) 49 (77,8) 78 (78,8) 12 (85,7) 74 (85,1) 14 (60,9) 78 (80,4) 4 (57,1) 6 (100,0)

Sim 3 (20,0) 20 (20,4) 9 (22,5) 14 (19,4) 4 (14,3) 14 (22,2) 21 (21,2) 2 (14,3) 13 (14,9) 9 (39,1) 19 (19,6) 3 (42,9) 0 (0,0)

Invasão perineural

Não 3 (20,0) 51 (48,6) 19 (46,3) 34 (43,6) 8 (27,6) 36 (52,2) 47 (44,8) 8 (53,3) 44 (47,3) 9 (37,5) 46 (44,7) 6 (75,0) 1 (16,7)

Sim 12 (80,0) 54 (51,4) 22 (53,7) 44 (56,4) 21 (72,4) 33 (47,8) 58 (55,2) 7 (46,7) 49 (52,7) 15 (62,5) 57 (55,3) 2 (25,0) 5 (83,3)

Invasão vascular

  Não 0 (0,0) 13 (20,3) 4 (15,4) 9 (19,1) 2 (9,1) 11 (21,6) 12 (18,5) 1 (12,5) 11 (20,0) 2 (11,8) 13 (20,6) 0 (0,0) 0 (0,0)

  Sim 9 (100,0) 51 (79,7) 22 (84,6) 38 (80,9) 20 (90,9) 40 (78,4) 53 (81,5) 7 (87,5) 44 (80,0) 15 (88,2) 50 (79,4) 4 (100,0) 5 (100,0)

Resposta linfocitária

Tipo I / II 11 (73,3) 83 (79,0) 38 (92,7) 55 (70,5) 27 (93,1) 51 (73,9) 81 (77,1) 12 (80,0) 75 (80,6) 17 (70,8) 79 (76,7) 7 (87,5) 6 (100,0)

Tipo III 4 (26,7) 22 (21,0) 3 (7,3) 23 (29,5) 2 (6,9) 18 (26,1) 24 (22,9) 3 (20,0) 18 (19,4) 7 (29,2) 24 (23,3) 1 (12,5) 0 (0,0)

Profundidade de invasão

< 4 mm 1 (6,7) 23 (21,9) 6 (14,6) 18 (23,1) 2 (6,9) 18 (26,1) 21 (20,0) 4 (26,7) 19 (20,4) 5 (20,8) 16 (15,5) 6 (75,0) 2 (33,3)

≥ 4 mm 14 (93,3) 82 (78,1) 35 (85,4) 60 (76,9) 27 (93,1) 51 (73,9) 84 (80,0) 11 (73,3) 74 (79,6) 19 (79,2) 87 (84,5) 2 (25,0) 4 (66,7)

Brotamento tumoral

< 5 7 (46,7) 52 (49,5) 19 (46,3) 39 (50,0) 15 (51,7) 28 (40,6) 56 (53,3) 4 (26,7) 49 (52,7) 9 (37,5) 53 (51,5) 4 (50,0) 1 (16,7)

  ≥ 5 8 (53,3) 53 (50,5) 22 (53,7) 39 (50,0) 14 (48,3) 41 (59,4) 49 (46,7) 11 (73,3) 44 (47,3) 15 (62,5) 50 (48,5) 4 (50,0) 5 (83,3)

Padrão de invasão

Tipo I / II / III / IV 12 (80,0) 95 (90,5) 36 (87,8) 70 (89,7) 29 (100,0) 59 (85,5) 95 (90,5) 13 (86,7) 82 (88,2) 23 (95,8) 93 (90,3) 7 (87,5) 5 (83,3)

Tipo V 3 (20,0) 10 (9,5) 5 (12,2) 8 (10,3) 0 (0,0) 10 (14,5) 10 (9,5) 2 (13,3) 11 (11,8) 1 (4,2) 10 (9,7) 1 (12,5) 1 (16,7)
Fonte: Da autora.

Nota: (RT) radioterapia, (QT) quimioterapia, (HR) hazard ratio  e (CI) confidence interval.

0,22 0,74 0,03 0,64 0,27 0,84

Tabela 16 - Análise dos parâmetros clínico-patológicos com os marcadores imuno-histoquímicos pelo método qui-quadrado.

0,12

0,21

0,03

0,97

0,03

0,13

0,61

0,70

0,68

0,77

0,005

0,38

0,02

0,20

0,03

0,14

0,08

0,32

0,32

0,0002
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0,83
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PINP (tumor)
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0,16 0,27 0,03 0,55

0,31 0,90 0,44 0,09

0,80

0,39 0,58 0,85 0,93

0,79

0,93
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0,01
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0,10

0,72

0,32 0,004

0,99 0,21 0,27 0,41

0,34

0,59

0,95

0,87

0,69

0,22

0,93

0,19

0,83 0,70 0,31 0,05 0,18 0,25

Parâmetros

Fascina

p 

valor

EEF1D

p 

valor

STC2

p 

valor

Plectina

p 

valor

p 

valor
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valor

PINP (estroma)

0,07 0,60 0,07 0,07

0,01 0,55
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6 DISCUSSÃO 

 

 A maioria das características epidemiológicas dos pacientes analisados 

neste trabalho foram similares aos descritos na literatura. CEC oral é normalmente 

uma doença que afeta homens, entre a quinta e sexta década de vida, que fumam e 

bebem por longos períodos (DE SANTIS et al., 2017; RIVERA, 2015). Neste 

trabalho, 66,1% eram homens, com mediana de idade de 62 anos ao diagnóstico, 

que fumavam e bebiam em 48,4% dos casos. O consumo de tabaco e álcool são 

associados não somente como fatores de riscos para o desenvolvimento do CEC 

oral, mas também como um dos principais fatores que interferem no prognóstico da 

doença (DE AGUIAR; KOWALSKI; DE ALMEIDA, 2007; DE SANTIS et al., 2017; 

RIVERA, 2015; CHAPMAN et al., 2018). O consumo de álcool foi significativamente 

associado com o decréscimo na sobrevida de pacientes com CEC de língua em 

estádio III/IV e com maior chance de recidiva local precoce no trabalho de Aguiar, 

Kowalski e de Almeida (2007). Rodrigues et al. (2014), relacionaram o fumo do 

tabaco como fator prognóstico independente para sobrevida global e sobrevida 

específica para o CEC oral. 

As topografias analisadas neste estudo foram língua (73,4%) e assoalho de 

boca (26,6%), uma vez que essas localizações refletem uma provável tumorigênese 

diferenciada em relação a outras localizações orais. CEC de língua e assoalho 

apresentam uma maior facilidade de invasão muito provavelmente direcionada a rica 

vascularização da região (RIVERA, 2015; ALMANGUSH et al., 2018). 

Independentemente da acessibilidade da cavidade oral durante o exame clínico, o 

câncer oral geralmente é diagnosticado em estádios avançados e os motivos mais 

prováveis para o fato são os erros ou atrasos no diagnóstico inicial e a falta de 

conhecimento do paciente e/ou do profissional que o trata, o que, evidentemente, 

diminui a chance de sobrevida (MARKOPOULOS, 2012; RIVERA, 2015). O 

estadiamento clínico tardio (III e IV) esteve presente em 58% dos pacientes aqui 

analisados. Considerando os parâmetros anatomo-patológicos dos espécimes 

avaliados, 56 pacientes (45,2%) apresentavam linfonodos comprometidos, a maioria 

das peças cirúrgicas avaliadas apresentou margens livres (49,2%), presença de 

invasão vascular (48,4%) e presença de invasão perineural (53,2%). 

Interessantemente, pacientes com invasão perineural e vascular apresentaram 
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linfonodos positivos, estadiamento IV e escore do modelo BD alto. Isso ratifica que o 

modelo BD pode ser um promissor modelo histopatológico na identificação de 

tumores agressivos o que poderia favorecer um tratamento mais individualizado e 

com múltiplas modalidades.  

 Após 5 anos de seguimento, a taxa de sobrevida foi de 60,5% e a maioria 

dos pacientes foi estadiada em III/IV. Curiosamente, esses dados diferem da 

literatura que aponta uma sobrevida geral de 50% ou menos após 5 anos 

(RODRIGUES et al., 2014; RIVERA, 2015; NEVILLE et al., 2016). As taxas de 

sobrevida de 5 anos para o CEC oral no Brasil variam de 35% a 85% para os 

tumores em estádio I, 26 a 77% para os tumores em estadio II, 10 a 50% em estadio 

III e de 0 a 26% em estadio IV (ANATÔMICA, 2001). O que poderia justificar tais 

dados é que os pacientes estão sendo tratados com modalidades terapêuticas 

associadas como mostram os nossos resultados em que 41,9% dos pacientes foram 

tratados com cirurgia associada à radioterapia e à quimioterapia, e ainda se 

observou que a sequência de tratamento revelou significância para sobrevida 

livre de doença. Associadamente, especula-se que as margens cirúrgicas mais 

amplas possam estar sendo reconsideradas pelos cirurgiões durante o tratamento, o 

que poderia ser um bom indicador já que os nossos resultados demonstraram 

significância na análise multivariada de Cox (p=0,03) para sobrevida específica de 

doença. 

 A invasão perineural é uma variável que correlacionou significativamente 

com modelo BD (p=0,03), modelo HR (p=0,005), TSR (p=0,0005) e TSR e MBD 

(p=0,01). Essa variável, que representa envolvimento de ninhos de células tumorais 

no espaço perineural, tem sido associada ao aumento da recorrência local e 

metástases regionais (DUNN; MORGAN; BEER, 2009; CAVALCANTE, 2015). Dunn, 

Morgan e Beer (2009), afirmaram que a invasão perineural se correlaciona com altas 

taxas de recorrência, comportamento agressivo e baixa sobrevida. Ainda esses 

autores destacaram que uma neoplasia que ganha capacidade de invadir o 

perineuro encontra um trajeto de baixa resistência relativamente protegido das 

defesas do hospedeiro, o que facilita a propagação do tumor ao longo do nervo, 

podendo atingir diversas regiões do organismo. A invasão perineural é um processo 

lento, e quanto mais cedo diagnosticada melhor será o prognóstico para o paciente 

(CAVALCANTE, 2015). Interessantemente, nossos resultados mostraram que 

pacientes com invasão perineural e vascular apresentaram linfonodos positivos, 
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estadiamento IV e escore do modelo BD alto. Isso ratifica que o modelo BD pode ser 

um promissor modelo histopatológico na identificação de tumores agressivos o que 

poderia favorecer um tratamento mais individualizado e com múltiplas modalidades. 

Várias dificuldades são identificadas no planejamento de um tratamento mais 

adequado para o CEC oral, o qual ainda se baseia principalmente na localização e 

no estadiamento clínico do tumor. Tal constatação reforça um grave obstáculo 

enfrentado na oncologia clínica, onde pacientes com tumores em sítios e 

estadiamentos semelhantes são tratados da mesma forma, sem levar em conta a 

atividade biológica tumoral. É consenso, que grandes variações existem na resposta 

ao tratamento e ao prognóstico, com alguns pacientes apresentando sobrevida 

prolongada e outros morrendo em pouco tempo devido à recidivas, metástases 

regionais ou à distância (JERJES et al., 2010; KURIAKOSE, 2017). Em virtude 

dessas dificuldades, grandes esforços têm sido feitos para identificar características 

biológicas tumorais que auxiliem no diagnóstico mais acurado, na melhor 

determinação do tratamento e, consequentemente, na melhor definição do 

prognóstico de pacientes com CEC oral. A este respeito, várias características 

moleculares e histopatológicas têm sido propostas como fatores prognósticos do 

CEC oral, porém nenhuma ainda é utilizada na rotina clínica ou indicada para 

melhorar o planejamento terapêutico e o prognóstico de pacientes com CEC oral 

(WARNAKULASURIYA, 2009; JERJES et al., 2010; KURIAKOSE, 2017). 

 Vários pesquisadores, ao longo dos anos, apresentaram propostas de 

gradação histológica com intuito de correlacioná-las melhor com o prognóstico do 

CEC oral (ANNEROTH; BATSAKIS; LUNA, 1987; BRYNE et al., 1992; 

BRANDWEIN-GENSLER et al., 2010; BARNES, 2005) no entanto, tais propostas 

criadas até o presente não são úteis para predizer o prognóstico dos pacientes com 

CEC oral em estádios iniciais, constituindo modelos com baixa reprodutibilidade para 

o uso clínico ou não mostram significância prognóstica, particularmente para os 

tumores de língua e assoalho bucal. O sistema mais recente foi proposto por 

Almangush et al. (2014), que avalia dois parâmetros em espécimes cirúrgicos: 

brotamento e profundidade tumoral (denominado modelo BD), que visa identificar 

aqueles pacientes com casos agressivos de CEC oral, principalmente, em estágios 

iniciais (estádios I e II), os quais poderiam ser beneficiados por um tratamento com 

múltiplas modalidades. Tal modelo proposto é relativamente recente, prático, 

objetivo e com um promissor valor preditivo já que vários trabalhos subsequentes 
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demonstraram essa aplicabilidade para pacientes com CEC oral em diferentes 

estágios, ratificando que esse novo sistema de classificação histopatológica possa 

ser uma possível ferramenta de valor prognóstico (SAWAZAKI-CALONE et al., 2015; 

XIE et al., 2015; STRIEDER et al., 2016; ALMANGUSH et al., 2017; ARORA et al., 

2017; SEKI et al., 2017; BRENNAN et al., 2017; LEÃO et al., 2017; JUNIOR et al., 

2017; SHIMIZU et al., 2018).  

Considerando os dois parâmetros histopatológicos avaliados no modelo BD 

(profundidade de invasão e brotamentos), vale ressaltar que esses indicadores têm 

sido considerados preditores individuais de prognóstico para pacientes com CEC 

oral (WANG et al., 2015; GANLY et al., 2013, SAWAZAKI-CALONE et al., 2015). A 

profundidade tumoral, medida a partir da superfície do tumor até o ponto mais 

profundo da invasão, foi apontada como preditor para a metástase linfonodal 

(CHAROENRAT; ARJHANSIRI; KITSUKJIT, 2006; GANLY et al., 2013, SAWAZAKI-

CALONE et al., 2015), refletindo a agressividade do crescimento tumoral por 

alcançar as estruturas linfo-vasculares subjacentes (HUANG et al., 2010). No 

entanto, os nossos resultados não demonstraram correlação entre profundidade e 

sobrevida global (sobrevida específica p=0,49 e sobrevida livre p=0,51).  Mas 

constatou-se que pacientes com tumores de espessura superior a 4mm, 

apresentavam presença de invasão perineural e vascular, e independentemente, 

são preditores do envolvimento do comprometimento linfonodal, ou seja, dos 

linfonodos cervicais. Nossos resultados demonstraram que a presença de invasão 

perineural (5 anos; 58,6%) foi associada a uma baixa taxa de sobrevida específica 

de doença, enquanto a ausência de invasão perineural (74,4%) do tumor foi 

associada a uma taxa de sobrevida específica de doença para o mesmo período de 

5 anos. Dessa maneira, sugerimos que a invasão perineural é uma variável 

importante para os pacientes com CEC de língua e assoalho e devem ser 

mencionadas em um laudo de diagnóstico patológico. 

Já o brotamento tumoral, as células neoplásicas únicas ou grupamentos de 

até cinco células no estroma da região de fronte tumoral, representa fenótipos 

importantes de malignidade: a falta de coesão celular e a capacidade de invasão 

ativa. Tal parâmetro tem sido demonstrado ser um marcador prognóstico valioso 

para neoplasias malignas de cólon e reto (UENO et al., 2014), esôfago 

(TERRAMOTO et al., 2013), pulmão (YAMAGUCHI et al., 2010), laringe (SARIOGLU 

et al., 2010) e língua (WANG et al., 2015; ALMANGUSH et al., 2014; SAWAZAKI-
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CALONE et al., 2015; ARORA et al., 2017; PETERS; PHILLIPS; MURRAH, 2017). 

Interessantemente, em nossos resultados, o brotamento correlacionou 

significativamente com sobrevida específica (p=0,03) e livre de doença (p=0,01), 

confirmando assim que este parâmetro pode ser um preditivo de prognóstico para 

CEC oral. Nossas amostras obtiveram a maior prevalência de tumores com 

profundidade de invasão maior ou igual a 4mm (78,2%) e menor que 5 brotamentos 

no fronte de invasão (50,8%), consequentemente o escore 1 e 2, de baixo risco e 

risco intermediário (58,9%) foi o mais frequente. Almangush et al. (2014), sugeriram 

que os CECs de língua clinicamente iniciais (T1 e T2) de 4 mm ou mais profundos, 

ou com um padrão de crescimento com brotamentos, devam ser considerados como 

tumores de alto risco que requerem tratamento de multimodalidade. Adicionalmente, 

os nossos resultados mostraram, que pacientes em estádio iniciais estão 

correlacionados com um escore alto do modelo BD, ratificando que o modelo BD 

pode ser promissor na identificação de pacientes com maior risco de óbito em fase 

precoce com os parâmetros altos do modelo BD. 

Além disso, o modelo BD apresentou associação com a sequência de 

tratamento (p=0,03) e com a invasão perineural (p=0,03). Quanto maior a 

complexidade do tratamento realizado (ex: cirurgia, radio e quimioterapia), mais alto 

o escore do modelo BD, ratificando que o modelo BD tem um alto poder de 

identificar casos mais agressivos e/ou com estadiamentos mais avançados. A 

invasão perineural é um fator significativo e preditor independente para recorrência 

local e metástases à distância, além de estar associada a menor sobrevida global 

em pacientes com CEC oral (BRANDWEIN-GENLER et al., 2005; GARZINO-DEMO 

et al., 2006; FAGAN et al., 2008; ARORA et al., 2017). Nossos resultados indicam 

que pacientes com escore alto do modelo BD terão maior probabilidade de invasão 

perineural, favorecendo a associação entre modelo BD e sobrevida. 

 Considerando os resultados do nosso trabalho que contrastou o modelo BD 

com outros sistemas de classificação histopatológicas, foi demonstrado que o 

brotamento, em análise univariada, correlacionou significativamente com risco de 

morte e com o risco de recorrência (p=0,03 e p=0,01, respectivamente) e o modelo 

BD correlacionou significativamente com risco de morte (p=0,05). Curiosamente, 

quando o modelo BD foi associado com o TSR (TSR e MBD), foi observada 

uma significante correlação com risco de morte e com o risco de recorrência (p=0,05 

e p=0,01, respectivamente), e ainda tais resultados resistiram para sobrevida 
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específica (p=0,03) e livre de doença (p=0,03) na análise multivariada de Cox após 

ajuste para outros fatores prognósticos. Tanto TSR quanto o modelo BD são 

métodos simples de avaliar, utilizando apenas lâminas coradas em HE, e juntos têm 

demonstrado um valor importante para predizer o prognóstico de CEC oral 

(ALMANGUSH et al., 2018). Dessa forma, ratificou-se a influência do modelo BD em 

predizer prognóstico para pacientes com CEC de língua e assoalho bucal.  

 O modelo HR revelou uma associação significativa (p=0,05) com sobrevida 

específica de doença, mas não persistiu ao ajuste da análise multivariada de Cox. 

Este sistema de gradação histopatológica foi proposto por Brandwein-Gensler et al. 

(2005), como um sistema para determinar a necessidade de terapia pós-operatória e 

o prognóstico de pacientes com CEC oral (BRANDWEIN-GENSER et al., 2005). 

Embora alguns estudos tenham confirmado seu valor preditivo (BRANDWEIN-

GENSLER et al., 2010; VERED et al., 2010; LI et al., 2013; LINDENBLATT et al., 

2012; SINHA et al., 2013), outros mostraram uma falta de correlação do modelo HR 

com características clínicas patológicas para o CEC oral (ALMANGUSH et al., 2014; 

RODRIGUES et al., 2014). Rodrigues et al. (2014), mostraram que este modelo 

histológico não foi um bom indicador de prognóstico, enfatizando que os três 

parâmetros utilizados apresentam falta de consistência para predizer prognóstico em 

CEC oral, principalmente a resposta linfocitária, considerando que a resposta 

linfocitária é considerada uma tentativa do organismo de eliminar células tumorais 

(efeito antitumoral) (HANAHAN; WEINBERG, 2011; SÁNCHEZ-ROMERO et al., 

2018). Entretanto, evidências mostram que células imunes e inflamatórias podem ter 

efeitos protumorais (SALO et al, 2014; IMURA et al., 2005; ESSA et al., 2014; 

CHAUDHARY et al, 2014; MURPHY et al., 2014; SANTOS et al., 2017). Dessa 

forma, parece que a composição do infiltrado inflamatório no microambiente tumoral 

é mais importante do que a abundância avaliada no modelo HR (SAWAZAKI-

CALONE et al., 2015). 

 Embora neste estudo observou-se uma correlação significativa entre a 

classificação da OMS e sobrevida específica de doença na análise univariada, 

destacamos que o grupo analisado (93,5% das amostras foram classificadas como 

bem ou moderadamente diferenciada e apenas 6,5% como pobremente 

diferenciado) não foi homogêneo para interpretações estatísticas em análise 

multivariada. Sugerimos que muito provavelmente os valores significantes podem 

estar correlacionados a esta diferença na amostra. Além disso, de acordo com a 
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literatura, a aplicação da classificação da OMS para predizer o prognóstico para 

pacientes com CEC oral tem sido alvo de muitas críticas ao longo dos anos 

(ANNEROTH; BATSAKIS; LUNA, 1987; BRYNE et al., 1989; WEIJERS et al., 2009; 

SAWAZAKI-CALONE et al., 2015; ALMANGUSH et al., 2018). Especificamente, as 

críticas sobressaem na subjetividade da análise das amostras, na ausência de 

avaliação de importantes características relacionadas à tumorigênese e na fraca 

correlação com o resultado e a resposta ao tratamento desses pacientes 

(ALMANGUSH et al., 2018). Acompanhando os resultados da literatura, sugerimos 

que a classificação da OMS não é um sistema de gradação histopatológico 

apropriado para pacientes com CEC oral, por fraca associação com o prognóstico do 

paciente e não auxilia na definição de tratamento mais adequado. 

 O intenso esforço pela busca de marcadores que consigam servir como 

alvos terapêuticos para novas drogas, além de contribuir na escolha da melhor 

opção de tratamento ou na predição do prognóstico são essenciais para modificar 

este cenário associado ao CEC oral em relação ao prognóstico ruim. Alguns estudos 

demonstraram que células estromais no microambiente tumoral, como por exemplo 

linfócitos, macrófagos, fibroblastos ativados e células endoteliais vêm sendo 

demonstrado, um grande poder de influência sobre a agressividade das células 

cancerígenas, devido a indução de invasão e metástase (HANAHAN; COUSSENS, 

2012; SÁNCHEZ-ROMERO et al., 2018; SANTOS et al., 2017; SHIGA et al., 2015; 

ALBINI; SPORN, 2007; PRALL, 2007; LIANG, 2011; WANG et al., 2011; LIANG, 

2013, CURRY et al., 2014). Neste estudo, observou-se que a expressão de STC2 e 

PINP apresentaram associação com a taxa de sobrevida dos pacientes com CEC de 

língua e assoalho bucal. No entanto, nenhuma correlação foi observada para 

fascina, plectina e EEF1D.  

A expressão de STC2 em células tumorais, revelou significância para 

sobrevida específica de doença (p=0,05) e para sobrevida livre de doença (p=0,02) e 

tais resultados resistiram à análise multivariada de Cox (p=0,04) para sobrevida livre 

de doença após ajuste para outros fatores prognósticos. Ainda, avaliando STC2 com 

parâmetros clínico-patológicos, observou-se significância com invasão perineural 

(p=0,02), resposta linfocitária (p=0,03), profundidade de invasão (p=0,03) e padrão 

de invasão (p=0,03). Alguns estudos demonstraram que a expressão de STC2 foi 

correlacionada com um pior prognóstico para neoplasias malignas de rim, próstata, 

colo-retal, mama, estômago e ovário (BOURAS et al., 2002; CHANG; JELLINEK; 
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REDDEL, 2003; LAW et al., 2008; LAW; WONG, 2010; TAMURA et al., 2009; HOU 

et al., 2015). Arigami et al. (2013), demonstrando que uma alta expressão de STC2 

foi significativamente correlacionada com idade, profundidade de invasão tumoral, 

metástase linfonodal, estágio e invasão vascular em câncer de estômago. A taxa de 

sobrevida de 5 anos foi significativamente menor em pacientes com alta expressão 

de STC2 em comparação com pacientes com baixa expressão de STC2. Atualmente 

o primeiro trabalho que avaliou STC2 em CEC oral foi o de Bagordakis et al. (2016), 

que identificou que a superexpressão de STC2 também pode estar associada a 

maior capacidade das células tumorais se tornarem mais invasivas e pró-

metastáticas, através da análise do secretoma de fibroblastos associados ao CEC 

oral (CAFs). Nosso trabalho representa o primeiro na literatura a identificar um 

significante valor prognóstico de STC2 em CEC de língua e assoalho bucal. Dessa 

forma, o STC2 é uma proteína superexpressa no secretoma de CAFs em CEC oral, 

pode permitir que as células de CEC de língua e assoalho bucal se tornem mais 

invasivas e pró-metastática. 

Adicionalmente, identificamos que a expressão de PINP no estroma 

apresentou significância (p=0,04) para sobrevida livre de doença. O teste de qui-

quadrado nos mostra que existe correlação entre os parâmentros: estadiamento 

clínico (p=0,01), comprometimento linfonodal (p=0,03) e profundidade de invasão 

(p=0,0002) revelando que a diferença na quantidade de células estromais interfere 

no resultado. A positividade nas células estromais e tumorais e a intensidade foi 

menor em células tumorais (PINP tumor) em comparação às células estromais 

(PINP estroma). Resultados descritos previamente revelaram que os CAFs 

expressam uma diversidade de proteínas reguladas que controlam os processos 

metabólicos do colágeno (BAGORDAKIS et al., 2016). 

O colágeno tipo I e seus peptídeos bioativos derivados da maturação do pro-

colágeno, do secretoma CAF está correlacionado a um estroma invasivo em células 

tumorais de ovário, cólon e mama (KENNY et al., 2007; HAN et al., 2015; TANG et 

al., 2015). O colágeno tipo I está correlacionado com diversos processos biológicos 

superexpessos em CAF e as marcações imuno-histoquímicas de colágeno tipo I 

(PINP) está correlacionada com uma sobrevida específica e livre de doença baixa 

em pacientes com CEC oral. Importante mencionar que Bagordakis et al. (2016), 

relataram a existência de uma grande correlação entre a expressão do PINP e a 

densidade dos CAFs observada no fronte tumoral, sugerindo que os CAFs são as 
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principais células produtoras de colágeno do tipo I. Observamos nossos resultados, 

que pacientes com ≥50% de células no estroma tem uma maior probabilidade de 

apresentar estadiamento clínico avançado, o que difere de pacientes com 1 a 50% 

de células no estroma apresentam uma maior probabilidade de apresentar 

estadiamento clínico iniciais. Quando analisamos o segundo parâmetro 

comprometimento linfonodal temos que pessoas com ≥50% de células no estroma 

apresentam maior probabilidade da presença de comprometimento linfonodal do que 

as pessoas com 1 a 50% de célula no estroma.  Ainda Bagordakis et al. (2016), 

confirmaram que a abundante presença de CAFs no estroma tumoral, entre as ilhas 

de células tumorais ou no fronte invasivo, é significantemente correlacionada com o 

pior prognóstico para pacientes com CEC oral. Kellermann et al. (2007), 

demonstraram que a presença de CAFs em CEC oral em região do fronte invasivo, 

revela um comportamento mais agressivo ao tumor, ocasionando em menor 

sobrevida global destes pacientes. Vários trabalhos apresentados na literatura, 

confirmam o nosso resultado, mostrando que a alta densidade de CAFs é um fator 

preditivo de prognóstico desfavorável, e que os CAFs no estroma de CEC orais, 

podem favorecer na proliferação e invasão tumoral, ocasionando um tumor mais 

agressivo, contatando que a progressão do câncer é o resultado de um complexo 

diálogo entre as células tumorais e o estroma (KAWASHIRI et al., 2009; VERED et 

al., 2010; BELLO et al., 2011; MARSH et al., 2011; SOBRAL et al., 2011; HINSLEY 

et al., 2012). 

Em suma, nossos achados indicam que os sistemas de gradação 

histopatológica TSR e MBD, revelaram um forte modelo prognóstico para pacientes 

com CEC de língua e assoalho bucal e também identificamos novos potenciais 

marcadores prognósticos como PINP e STC2 também significantemente associados 

ao prognóstico desses pacientes. 
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7 CONCLUSÃO 

A associação dos sistemas de gradação histopatológico TSR e MBD 

apresentou a melhor correlação com a evolução da doença e sobrevida específica e 

livre de doença, portanto, a melhor performance como ferramenta prognóstica pós-

operatória de CECs de língua e assoalho bucal. 

TSR e MBD são métodos simples de avaliar, utilizando as lâminas de rotina 

em coloração de HE na peça cirúrgica. 

CECs de língua e assoalho bucal agressivos apresentam alta expressão de 

STC2 e PINP (estroma). 

A expressão de STC2 associou-se a sobrevida específica e livre de doença 

em pacientes com CEC de língua e assoalho bucal.  

A expressão de PINP no estroma foi associada com uma pobre sobrevida 

livre de doença em pacientes com CEC de língua e assoalho bucal. 

A expressão de STC2 e PINP revelaram ser úteis para predizer o prognóstico 

para pacientes com CEC de língua e assoalho bucal. 
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ANEXOS  
 

ANEXO A- Ficha padronizada para dados clínicos epidemiológicos. 
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ANEXO B– Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa da UNIFAL 
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ANEXO C– Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa da UNICAMP 
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ANEXO D– Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade de Valparaíso  
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