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RESUMO 

 

Os cânceres de cavidade oral e orofaringe são o 7º câncer mais frequente e a 9ª causa 

de morte por câncer no mundo. O câncer de lábio representa cerca de um quarto dos cânceres 

orais e 95% dos casos são precedidos por queilite actínica (QA), uma doença oral 

potencialmente maligna (DOPM). O câncer bucal mais frequente é o carcinoma epidermoide 

(CEB), responsável por mais de 90% dos casos. Proteínas relacionadas às células-tronco 

cancerígenas (CTCs) têm sido associadas à iniciação, manutenção, migração celular e 

comportamento agressivo de neoplasias e já foram descritas em CEB e DOPM. Dentre os 

marcadores de CTCs, OCT4, Sox2 e HNK1estão implicados na manutenção do estado celular 

indiferenciado e já foram identificados em diversos tipos de tumores. Assim, este trabalho teve 

como objetivo investigar a expressão imuno-histoquímica de OCT4, Sox2 e HNK1 em 

carcinoma epidermoide de lábio (CEL) e queilite actínica (QA). Para isso, foram avaliados 30 

casos de CEL, 30 casos de QA e 10 casos de epitélio não-neoplásico (ENN), como controle. 

Considerou-se valor de p<0,05 para dados com significância estatística. Verificou-se a 

superexpressão nuclear e citoplasmática de OCT4 em CEL comparado ao ENN e QA, sem 

diferença significativa. A expressão de Sox2 ocorreu apenas nos núcleos celulares e foi 

significativamente maior em ENN comparado ao CEL (p = 0,000), e em QA comparado ao 

CEL (p = 0,000). A expressão nuclear de HNK1 foi significativamente maior em CEL do que 

em ENN (p = 0,036), a expressão citoplasmática foi maior em CEL do que em ENN (p = 0,000) 

e em CEL comparado à QA (p = 0,000). Concluiu-se que OCT4, Sox2 e HNK1 podem estar 

envolvidos nas fases iniciais da fotocarcinogênese labial, que parece estar relacionada com a 

perda de Sox2 e aumento da expressão de OCT4 e HNK1. 

 

Palavras-chave: Câncer bucal; Câncer labial; Queilite, Imuno-histoquímica. 

 

 

 

 

  



9 

ABSTRACT 

 

Background: Cancer stem cells (CSCs) proteins have been described in oral potentially 

malignant disorder (OPMD) and oral cancer associated with tumor initiation, maintenance, cell 

migration, and aggressive tumor behavior. Aims: to investigate the expression of OCT4, Sox2 

and HNK1 in lip squamous cell carcinoma (LSCC), actinic cheilitis (AC), and non-neoplastic 

epithelium (NNE). Methods: thirty cases of LSCC, thirty cases of AC, and ten cases of NNE 

were submitted to immunohistochemical study. Results: Nuclear and cytoplasmic 

overexpression of OCT4 was seen in LSCC compared to NNE and AC, without significant 

difference. Sox2 was present only in nuclei and significantly overexpressed in NNE compared 

to LSCC (p=0,000) and in AC compared to LSCC (p=0,000). Nuclear HNK1 expression was 

significant higher in LSCC compared to NNE (p=0,036). Cytoplasmic HNK1 expression was 

higher in LSCC than in NNE (p=0,000) and in LSCC compared to QA (p=0,000). Conclusions: 

OCT4, Sox2 and HNK1 could be involved in initial phases of lip photocarcinogenesis, which 

seems to be linked with loss of Sox2 and increase of OCT4 and HNK1 expression. 

 

Keywords: Human Oct4 protein; Human Sox2 protein; HNK-1 Antigen; Cancer stem cell; Oral 

Cancer; Lip Cancer 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A queilite actínica (QA) é uma doença oral potencialmente maligna (DOPM) 

(Warnakulasuriya 2018), resultante da exposição excessiva à radiação ultravioleta (UV) 

(Vieira, Minicucci et al. 2012), sendo o lábio inferior o mais frequentemente afetado (Vieira, 

Minicucci et al. 2012, Warnakulasuriya 2018).  

Histologicamente, o epitélio da QA pode apresentar-se atrófico ou acantótico, 

queratinizado ou não queratinizado e com diferentes graus de displasia (Reibel 2017). A 

gravidade da displasia epitelial é, atualmente, o fator preditivo mais importante da 

transformação maligna (Mello, Melo et al. 2019), uma vez que o potencial de desenvolvimento 

de carcinoma invasivo aumenta com o aumento da gravidade dessa alteração (Vieira, Minicucci 

et al. 2012). O risco de transformação maligna é controverso entre os estudos e a estimativa é 

diferente para cada tipo de DOPM (Reibel 2017).  

O tratamento da QA deve ser individualizado, levando em consideração a sua 

graduação histológica e os efeitos adversos das várias opções de tratamento (Abyaneh, Falto-

Aizpurua et al. 2015). Apesar da ampla gama de recursos terapêuticos, o diagnóstico e o 

tratamento precoces da QA são a forma mais eficaz de prevenir sua progressão para carcinoma 

epidermoide de lábio (CEL) (Lai, Pampena et al. 2019). 

O CEL também possui como principal fator etiológico a exposição solar crônica 

(Rena, Lia et al. 2014, Shield, Ferlay et al. 2017) e cerca de 95% dos casos de CEL são 

precedidos por QA (Vieira, Minicucci et al. 2012). De acordo com a Organização Mundial da 

Saúde (OMS), o CEL é uma das lesões malignas mais frequentes da região oral e maxilofacial, 

sendo responsável por 25-30% de todos os cânceres orais e 12% de todos os cânceres de cabeça 

e pescoço (Vieira, Minicucci et al. 2012, Takata 2017, Lang, Akbaba et al. 2021). 

O CEL em estágio inicial apresenta taxa de cura de 80 a 90% e taxa de mortalidade 

entre 10% e 15% (Vieira, Minicucci et al. 2012) e, quando não há envolvimento metastático 

dos linfonodos regionais, o prognóstico é bom (87 – 96% dos pacientes livres da doença em 5 

anos) (Bhandari, Wang et al. 2015). No entanto, quando a metástase linfonodal se desenvolve, 

a taxa de sobrevivência cai para 30% a 70% (Rena, Lia et al. 2014, Lang, Akbaba et al. 2021).  

A modalidade de tratamento do CEL é determinada de acordo com o estágio clínico 

da doença e diversos outros fatores, como manutenção da competência oral, mastigação, 

deglutição e articulação da fala (Omura 2014). Os CEL têm um prognóstico favorável em 

termos de sobrevida e são uma das malignidades da cavidade oral com maior chance de cura, 

no entanto, os CEL estão relacionados à diversas sequelas, a depender do diagnóstico e 
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tratamento precoce (Lang, Akbaba et al. 2021). Assim, diante da complexidade do câncer e das 

suas implicações, é sempre importante entender sua patogênese visando possibilidades de 

terapias mais eficazes e específicas. 

Neste sentido, as células-tronco cancerígenas (CTCs), que representam uma pequena 

subpopulação de células do tumor (Simple, Suresh et al. 2015), vem sendo estudadas quanto ao 

seu papel no câncer. Estas células possuem três características principais: potente capacidade 

de iniciação tumoral; capacidade de autorrenovação in vivo, gerando um tumor quando 

implantadas em um organismo receptor; capacidade de diferenciação celular, resultando em um 

tumor composto por múltiplas progênies (Habu, Imanishi et al. 2015). 

Recentemente, diversos estudos tentaram identificar marcadores de CTCs que possam 

ser usados para fins diagnósticos, prognósticos e terapêuticos (Simple, Suresh et al. 2015, 

Tahmasebi, Alikhani et al. 2020, Yu and Cirillo 2020). Muitos dos marcadores específicos de 

CTCs conhecidos foram identificados também em DOPMs, em diferentes tumores sólidos e em 

áreas histologicamente normais adjacentes ao tumor (Simple, Suresh et al. 2015). 

As CTCs, devido às suas estratégias de defesa molecular e características fisiológicas, 

possuem uma resistência natural à radioterapia e quimioterapia convencionais. Portanto, a baixa 

sobrevida para o carcinoma epidermoide bucal (CEB) pode ser atribuída a uma seleção 

inadequada de células-alvo para o tratamento (González-Moles, Scully et al. 2013). Assim, é 

necessário considerar abordagens para o CEB direcionadas contra as CTCs, exigindo o 

desenvolvimento de estratégias para identificar e elucidar as vias moleculares dessa 

subpopulação, selecionando marcadores previsíveis e confiáveis com valor prognóstico e 

terapêutico (González-Moles, Scully et al. 2013, Patel, Shah et al. 2014, Yu and Cirillo 2020).  

Os fatores de transcrição OCT4 e Sox2 são marcadores de células-tronco embrionárias 

e sua expressão já foi identificada em diversos cânceres, inclusive em CEB, no entanto os 

resultados acerca da sua participação na carcinogênese oral são controversos (Qiao, He et al. 

2014). Por sua vez, HNK1 é um epítopo de carboidrato (Seiki, Oka et al. 1999) relacionado à 

migração celular durante o período embrionário (Shih, Schnaar et al. 1997, Minarcik, Golden 

et al. 2003) e também identificado em tecidos neoplásicos humanos (Ueda, Yamasaki et al. 

1986, Shih, Schnaar et al. 1997), porém ainda sem investigação no campo do CEB. Desta forma, 

o presente estudo tem como objetivo investigar a presença dos marcadores imuno-

histoquímicos OCT4, Sox2 e HNK1 em CEL, QA e epitélio oral não neoplásico.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Investigar a expressão imuno-histoquímica de OCT4, Sox2 e HNK1 em queilite 

actínica e carcinoma epidermoide de lábio diagnosticados na Universidade Federal de Santa 

Catarina. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Classificar as QAs de acordo com seu grau de displasia epitelial utilizando o sistema 

Binário; 

•  Classificar os CEL de acordo com seu grau de diferenciação utilizando o sistema da 

OMS;  

• Determinar a expressão imuno-histoquímica das proteínas OCT4, Sox2 e HNK1 em 

tecido não neoplásico, QA e CEL; 

• Comparar a expressão de cada uma das proteínas entre os grupos estudados; 

• Comparar a expressão de cada uma das proteínas com o grau de displasia epitelial, 

segundo a classificação binária, nas QA e com a diferenciação histopatológica nos CEL; 

• Correlacionar os níveis de expressão das proteínas OCT4, Sox2 e HNK1 entre si. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 QUEILITE ACTÍNICA 

 

É sabido que o câncer bucal pode se desenvolver em áreas de mucosa com lesões pré-

existentes. Na literatura, essas lesões já foram referidas como "lesão precursora", “lesões pré-

cancerosas/pré-malignas” e “neoplasias intraepiteliais”. No entanto, a OMS adotou o termo 

“doenças orais potencialmente malignas” (DOPM), uma vez que não se há certeza de que todas 

essas lesões acabarão se transformando em uma neoplasia maligna. O espectro de DOPMs 

bucais inclui, dentre outras lesões e condições, a leucoplasia, eritroplasia, eritroleucoplasia e a 

QA (Warnakulasuriya 2018). 

A QA é resultante da exposição excessiva à radiação UV solar ou à radiação UV 

artificial (Vieira, Minicucci et al. 2012, Warnakulasuriya 2018), sendo o lábio inferior o mais 

frequentemente afetado - 95% dos casos (Vieira, Minicucci et al. 2012, Dancyger, Heard et al. 

2018, Salgueiro, de Jesus et al. 2019). Comparado à pele, que absorve a maior parte da radiação 

UV principalmente através da melanina, o lábio é menos protegido devido ao seu epitélio de 

revestimento mais fino, fina camada de queratina, menor quantidade de melanina e menor 

secreção de glândulas sebáceas e sudoríparas, tornando-o mais vulnerável aos danos da radiação 

(Vieira, Minicucci et al. 2012). 

A exposição ao sol é o fator etiológico mais importante para a QA, cujo 

desenvolvimento é dose-tempo dependente e está associado à idade, predisposição genética, 

latitude geográfica de residência, ocupação profissional, atividades de lazer e não uso de 

agentes protetores labiais (Dancyger, Heard et al. 2018, Warnakulasuriya 2018). Outros fatores 

de risco também são apontados, como baixo nível socioeconômico, tabagismo e má alimentação 

(Dancyger, Heard et al. 2018). 

A apresentação clínica abrange uma variedade de características e inclui presença de 

manchas ou placas brancas, áreas eritematosas, secura do lábio, descamação, crostas, edema, 

perda da junção mucocutânea, atrofia epitelial e lesões ulcerativas (Warnakulasuriya 2018, 

Mello, Melo et al. 2019). Embora os achados clínicos não consigam distinguir de forma 

confiável a QA do CEL, a presença de ulceração, atrofia e sangramento podem ser sinais de 

QA de alto risco e progressão para CEL (Abyaneh, Falto-Aizpurua et al. 2015). Em vista disso, 

a biópsia é recomendada para casos de QA em que há perda da nitidez da junção mucocutânea, 

alteração à palpação na textura do lábio, alteração na espessura da semimucosa e presença de 
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ulceração (Vieira, Minicucci et al. 2012). O diagnóstico definitivo da QA é baseado no exame 

histopatológico (Abyaneh, Falto-Aizpurua et al. 2015). 

Histologicamente, o epitélio da QA pode apresentar-se atrófico ou acantótico e 

queratinizado e exibir displasia (Reibel 2017, Salgueiro, de Jesus et al. 2019). A lâmina própria 

mostra uma área acelular basófila amorfa, chamada área de degeneração basofílica do colágeno 

(Salgueiro, de Jesus et al. 2019), e o tecido conjuntivo adjacente está permeado por infiltrado 

inflamatório de intensidade variável, composto predominantemente por linfócitos (Vieira, 

Minicucci et al. 2012). A atipia dos queratinócitos é o aspecto mais importante e se instala 

gradativamente no epitélio (Vieira, Minicucci et al. 2012). A displasia epitelial oral (DEO) é 

um espectro de alterações epiteliais arquiteturais e citológicas causadas pelo acúmulo de 

alterações genéticas, associadas a um risco aumentado de progressão para carcinoma 

epidermoide (Reibel 2017). Tais alterações não se distribuem uniformemente pelo vermelhão 

do lábio, mesmo nas lesões clinicamente homogêneas (Vieira, Minicucci et al. 2012).  

O sistema binário proposto por Kujan et al. (2007), utilizando os critérios arquiteturais 

e citológicos descritos pela OMS em 2005 (Quadro 1), categoriza as displasias epiteliais em 

alto risco de malignidade (presença de ao menos quatro critérios arquiteturais e cinco critérios 

citológicos) e baixo risco (menos de quatro critérios arquiteturais e menos de cinco critérios 

citológicos) (Kujan, Khattab et al. 2007).  
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Quadro 1 – Critérios arquiteturais e citológicos para classificação da displasia epitelial na 

Classificação da OMS de 2005. 

Critérios Arquiteturais Critérios Citológicos 

Estratificação epitelial irregular Variação no tamanho do núcleo 

Alteração da polaridade das células basais Variação no formato do núcleo 

Cristas epiteliais em forma de gota Variação no tamanho da célula 

Número aumentando de figuras mitóticas Variação no formato da célula 

Mitoses superficiais anormais Alteração da proporção núcleo/citoplasma 

Disceratose Aumento no tamanho do núcleo 

Pérolas de ceratina Figuras de mitose atípicas 

 Aumento no número e tamanho dos 

nucléolos 

 Hipercromatismo nuclear 

Fonte: Organização Mundial de Saúde, 2005  

 

Embora os critérios para determinação da displasia estejam bem definidos, existem 

dificuldades práticas na graduação da displasia epitelial devido ao seu contínuo processo de 

evolução, o que dificulta prever com segurança a evolução de todas as displasias epiteliais com 

base apenas na histopatologia (Pilati, Bianco et al. 2017). Ainda assim, a gravidade da displasia 

epitelial é atualmente o fator preditivo mais importante da transformação maligna, uma vez que 

o potencial de desenvolvimento de carcinoma invasivo aumenta com o aumento da gravidade 

dessa alteração (Vieira, Minicucci et al. 2012). 

O risco de transformação maligna da QA é controverso entre os estudos, e a estimativa 

é diferente para cada tipo de lesão. Na 4ª edição (2017) da classificação de tumores de cabeça 

e pescoço, a OMS reconheceu que em algumas condições o risco de transformação maligna é 

extremamente baixo e até mesmo reversível (Reibel 2017). Para a leucoplasia, estima-se que a 

taxa de transformação global média seja de 1-2% (Reibel 2017). Já para a QA estima-se que a 

transformação maligna seja entre 10-30%, e que 95% dos CEL sejam originários desta lesão 

(Gonzaga, Mafra et al. 2019).  

A QA pode ocorrer em qualquer idade, no entanto as alterações clínicas são mais 

comumente observadas a partir da 5º década de vida, uma vez que os danos causados pela 

radiação solar acumulam-se ao longo dos anos (Vieira, Minicucci et al. 2012). Assim, a QA é 

frequentemente observada em pacientes do sexo masculino, com idade acima de 40 anos, de 
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pele clara e que possuem ocupações que os expõem por longos períodos à luz solar (Salgueiro, 

de Jesus et al. 2019). A prevalência global de QA tem sido relatada entre 0,45% e 2,4%, e 

quando investigada em populações envolvidas com atividades ao ar livre a prevalência relatada 

é de 4,2% a 43,2% (Dancyger, Heard et al. 2018).  

No estado de Santa Catarina/Brasil, aproximadamente 84% da população acima de 15 

anos é composta por indivíduos de pele clara e 15% vivem em áreas rurais com alta exposição 

solar, ambas características de pacientes portadores de QA. Além disso, algumas áreas desse 

estado são altamente afetadas pela radiação UV, apresentando média 6 (considerado alto) no 

índice de UV da OMS, podendo ser ainda maior no verão. Consequentemente, Santa Catarina 

tem uma das taxas mais altas de câncer de pele no Brasil (INCA 2021). 

Apesar do diagnóstico clínico precoce da QA ser fácil, vários fatores são atribuídos ao 

diagnóstico tardio, como: não conhecimento da lesão por parte dos pacientes, aspecto clínico 

inicialmente inofensivo, ausência de dor e desconhecimento por parte de muitos profissionais 

que consideram como uma simples condição inflamatória crônica (Vieira, Minicucci et al. 

2012). Por se desenvolver lentamente, esta lesão com frequência é vista, erroneamente, como 

uma característica comum do envelhecimento, o que também dificulta o seu diagnóstico, sendo 

negligenciada até que um estágio mais avançado seja alcançado, incluindo o desenvolvimento 

de câncer (Dancyger, Heard et al. 2018, Salgueiro, de Jesus et al. 2019). 

O diagnóstico e o tratamento precoces da QA são a forma mais eficaz de prevenir sua 

progressão para CEL (Lai, Pampena et al. 2019). O tratamento da QA deve ser individualizado, 

considerando-se a gravidade histológica e os efeitos adversos das várias opções terapêuticas 

(Abyaneh, Falto-Aizpurua et al. 2015). Além disso, ainda que a displasia epitelial seja o fator 

prognóstico mais importante para a transformação maligna, as características clínicas como 

aparência (homogênea vs. não homogênea), tamanho e localização também têm implicações 

para o manejo clínico (Reibel 2017). 

O tratamento da QA é complexo devido à proximidade com a mucosa, finas camadas 

teciduais e por ser uma área esteticamente sensível (Trager, Farmer et al. 2021). Vários estudos 

compararam a eficácia dos tratamentos, no entanto ainda faltam evidências de alta qualidade 

para orientar a decisão terapêutica (Lai, Pampena et al. 2019). 

A vermelhectomia convencional oferece o tratamento mais definitivo até o momento 

para a QA, no entanto, é reservado para os casos com displasia severa ou com CEL, devido aos 

eventos adversos significativos, incluindo formação de hematoma, eritema prolongado, edema, 

cicatrizes, restrição dos movimentos da boca e sensibilidade prejudicada (Abyaneh, Falto-

Aizpurua et al. 2015, Trager, Farmer et al. 2021). 
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Terapias não invasivas, como cirurgia parcial, criocirurgia, ablação a laser de CO2, 

terapia fotodinâmica, dermoabrasão, aplicação tópica de quimioterápicos (5-fluorouracil, 

imiquimode a 5%), aplicação tópica de anti-inflamatórios (diclofenaco 3%), entre outros (Lai, 

Pampena et al. 2019), também têm sido indicadas para casos de QA com displasia leve e 

moderada, embora também apresentem efeitos adversos locais como eritema, edema, erosões e 

ulcerações, resultados insatisfatórios e falta de colaboração do paciente (Abyaneh, Falto-

Aizpurua et al. 2015). 

No que tange as terapias não invasivas, brevemente, os últimos resultados apontam 

que:   

• Dentre as terapias não invasivas, a cirurgia parcial tem demonstrado a melhor taxa 

de cura (100% dos casos), sem haver recorrências (Lai, Pampena et al. 2019); 

• Os estudos que avaliaram lasers de alta potência, incluindo dióxido de carbono 

(CO2), YAG e lasers de vaporização mostraram melhora clínica em 60% a 100% dos pacientes 

tratados. A melhora do quadro histopatológico também é relata por muitos autores, com 

diminuição da presença de atipias, displasias e degeneração basofílica do colágeno. No entanto, 

quando comparados com lasers de baixa potência, lasers de alta potência resultam em efeitos 

colaterais mais graves como parestesia, granulação, disestesia, dor, sensação de queimação e 

edema (Salgueiro, de Jesus et al. 2019); 

• A aplicação tópica de imiquimode já demonstrou cura em 73,3% dos casos, e a 

aplicação de 5-Fluoracil demonstrou cura em 75% dos casos, no entanto, cerca de 10% dos 

pacientes descontinuaram o tratamento com 5-Fluoracil devido aos efeitos adversos (dor, 

irritação, dificuldade para comer e falar) (Lai, Pampena et al. 2019, Salgueiro, de Jesus et al. 

2019); 

• A terapia fotodinâmica associada ao fotossensibilizante tópico ácido 5-

aminolevulínico (ALA) ou 5-aminolevulinato de metila (MAL), alcançou cura em 60,25% dos 

casos. Os eventos adversos mais relatados foram dor e queimação durante e após o 

procedimento, no entanto estes efeitos ocorreram de forma mais severa em uma minoria dos 

participantes, e nestes casos os tratamentos foram interrompidos. As reações locais mais 

comumente reportadas foram: eritema, edema, erosão, formação de crostas, bolhas, 

descamação, coceira, parestesia e ressecamento leve, resolvendo-se no máximo em 2 semanas 

(Abyaneh, Falto-Aizpurua et al. 2015); 

• A aplicação tópica de diclofenaco 3% com ácido hialurônico 2,5% resultou em 

remissão completa das placas esbranquiçadas e áreas esfoliativas em 44% dos casos, e melhora 

do quadro clínico da QA em 56% dos pacientes. Já a aplicação tópica de diclofenaco 3% isolado 
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revelou melhora clínica em 66% dos casos. O diclofenaco em gel provocou edema, eritema e 

sensação de queimação em todos os pacientes (Salgueiro, de Jesus et al. 2019). 

Apesar da ampla gama de recursos terapêuticos e dos resultados promissores, é 

importante ressaltar que qualquer tratamento só será eficaz se o paciente tomar conhecimento 

da importância da adesão às consultas regulares para o controle clínico eficaz da doença, bem 

como da proteção solar (Vieira, Minicucci et al. 2012). 

 

 

3.2 CARCINOMA EPIDERMOIDE DE LÁBIO  

 

As doenças crônicas não transmissíveis atualmente são responsáveis pela maioria das 

mortes no mundo, e acredita-se que o câncer venha a ser a principal causa de morte e a barreira 

mais importante para o aumento da expectativa de vida em todos os países do mundo no século 

21 (Bray, Ferlay et al. 2018). Neste contexto, é importante ressaltar que as neoplasias malignas 

da cavidade oral e faringe são o 7º câncer mais frequente e a 9ª causa de morte por câncer no 

mundo (Bosetti, Carioli et al. 2020). 

Um estudo da Global Burden of Disease (GBD) (do inglês: Carga Global de Doenças) 

estimou 678.900 novos cânceres de lábio, cavidade oral e faringe em todo o mundo em 2017, 

sendo os cânceres de lábio e cavidade oral os mais frequentes (57,4%), seguidos pelos cânceres 

faríngeos (26,4%) e nasofaríngeos (16,2%) (Du, Nair et al. 2020). Globalmente, verificou-se o 

aumento de aproximadamente 109% no período de 1990 a 2017 nos casos de câncer de lábio e 

cavidade oral (Du, Nair et al. 2020), e para o ano de 2020 a GLOBOCAN previu 377,713 novos 

casos e 177,757 óbitos (Sung, Ferlay et al. 2021). 

A incidência e a mortalidade do câncer de boca variam de acordo com a região do 

mundo (Bray, Ferlay et al. 2018). Nos Estados Unidos da América, este é o 13o câncer mais 

incidente e em 2017 foram registrados a ocorrência de 49.670 casos e 9.700 óbitos (Bhandari, 

Wang et al. 2015). Já no Brasil, o Instituto Nacional do Câncer (INCA) estimou para o ano de 

2020 a ocorrência de 15.190 novos casos (11.180 em homens e 4.010 em mulheres) e em 2019 

foram registrados 6.605 óbitos (5.120 homens e 1.485 mulheres) e mostrou que o câncer de 

boca é o quinto tumor mais frequente no sexo masculino (INCA 2021).  

Estudos que estimaram as tendências temporais da incidência de câncer de cabeça e 

pescoço no período de 1990 a 2017, usando os dados do GBD, revelaram o aumento na 

incidência dos cânceres de lábio e cavidade oral, com importantes variações: maior incidência 

e maior variação anual de câncer de lábio e de cavidade oral no Sul e Leste Asiático, 
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respectivamente; diminuição da incidência em homens de países com alto nível 

sociodemográfico; maior aumento anual para mulheres comparado aos homens; maior variação 

anual para a população de 15–49 anos comparado ao grupo de 50–69 anos. Ainda assim, em 

todas as faixas etárias a incidência de cânceres de lábio e cavidade oral foram mais altas em 

homens (Aupérin 2020, Du, Nair et al. 2020).  

O tipo histológico mais comum dos cânceres de lábio e cavidade oral é o carcinoma 

epidermoide, correspondendo a 90% dos casos (Rena, Lia et al. 2014, Takata 2017). O 

carcinoma epidermoide bucal (CEB) é uma malignidade com diferenciação escamosa originária 

do epitélio de revestimento da mucosa e apresenta alto índice de mortalidade e morbidade, a 

despeito dos avanços na pesquisa e no tratamento (Warnakulasuriya 2009). 

Quanto às características histopatológicas, a maioria dos CEB é bem diferenciado ou 

moderadamente diferenciado, sendo incomum o carcinoma epidermoide pouco diferenciado. 

Os CEB bem diferenciados são caracterizados por ninhos, cordões e ilhas de células epiteliais 

neoplásicas exibindo pleomorfismo celular e nuclear, núcleos hipercromáticos, discretas figuras 

de mitose, pontes intercelulares proeminentes e abundante disceratose e pérolas de ceratina. O 

estroma é composto por tecido conjuntivo denso com abundante infiltrado inflamatório 

predominantemente crônico, e nos CEL observa-se também intensa degeneração basofílica do 

colágeno. O pleomorfismo celular e nuclear, hipercromatismo nuclear e figuras mitóticas 

(incluindo formas atípicas) aumentam com o aumento do grau do tumor. Em CEB pouco 

diferenciado, as características de diferenciação escamosa são mínimas ou ausentes, exigindo 

confirmação imuno-histoquímica (Takata 2017, de Oliveira Silva, de Arruda et al. 2020). 

Com relação ao CEL, as taxas de ocorrência a cada 100.000 habitantes estão em torno 

de 13,5 na Oceania, 12 na Europa e 12,7 na América do Norte (Lang, Akbaba et al. 2021). No 

Brasil, a ocorrência anual de CEL varia de 3,0 a 13,5/100.000 habitantes e, nas últimas décadas, 

especialmente a partir de 2000, houve aumento no número de casos de CEL e QA (de Oliveira 

Silva, de Arruda et al. 2020). 

Os motivos pelos quais a incidência e a mortalidade do câncer estão crescendo são 

complexos, mas refletem tanto o envelhecimento quanto o crescimento populacional e uma 

interação entre maior necessidade/uso e acesso aos serviços de saúde, bem como mudanças na 

prevalência e distribuição dos principais fatores de risco para o câncer (Bray, Ferlay et al. 2018, 

Du, Nair et al. 2020). 

Ainda hoje o consumo de tabaco e álcool são os principais fatores de risco para os 

cânceres de cabeça e pescoço (Aupérin 2020, Bosetti, Carioli et al. 2020, Du, Nair et al. 2020), 

sendo atribuídos à 75% dos casos de CEB e faríngeo em países desenvolvidos (Shield, Ferlay 
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et al. 2017).  Recentemente, uma metanálise comprovou o aumento no risco de 

desenvolvimento de CEB pelo consumo sinérgico de álcool e tabaco quando comparado ao uso 

isolado de tabaco, e demonstrou que o consumo exclusivo de álcool não implica risco 

aumentado para esta condição (Mello, Melo et al. 2019).  

Outro importante fator de risco para o desenvolvimento de carcinoma epidermoide na 

região de orofaringe é o HPV (vírus do papiloma humano) (Shield, Ferlay et al. 2017), em 

especial o HPV16 (80% a 90% dos casos) (Aupérin 2020, Mariz, Kowalski et al. 2020). Uma 

recente metanálise revelou a prevalência de HPV em 44,8% dos carcinomas epidermoides 

orofaríngeos, acometendo homens e mulheres em proporção semelhante, no entanto ainda é 

muito variável a prevalência de HPV reportada pela literatura (Mariz, Kowalski et al. 2020).   

No que diz respeito aos CEL, a exposição solar crônica é o fator etiológico mais 

importante (Rena, Lia et al. 2014, Shield, Ferlay et al. 2017). Os danos desencadeados pela 

radiação ionizante são causados pela interação direta com as moléculas-alvo ou indiretamente 

pela formação de radicais livres, que possuem alta afinidade por elétrons e ligações de 

hidrogênio, sendo o DNA o alvo primário. A quantidade relativa das alterações moleculares 

depende do tipo, dose e tempo de exposição, bem como da sensibilidade das células afetadas 

nos vários estágios do ciclo celular e da capacidade de reparo do DNA (Vieira, Minicucci et al. 

2012). 

O Brasil é um país tropical onde muitos indivíduos trabalham em ocupações ao ar livre 

ou têm o hábito de exposição prolongada à radiação UV sem a utilização de agentes protetores, 

como protetores solares e chapéus, e assim tende a apresentar maior número de casos de CEL 

e QA devido à alta incidência solar. Estas peculiaridades, bem como a ampliação do acesso ao 

atendimento odontológico e a intensificação das campanhas de prevenção do câncer bucal e 

diagnóstico precoce em todo o país podem estar associadas ao aumento da incidência de CEL, 

bem como de QA (de Oliveira Silva, de Arruda et al. 2020).   

O tabagismo tem sido sugerido como um dos principais fatores secundários para o 

desenvolvimento de CEL (de Oliveira Silva, de Arruda et al. 2020) devido à transferência de 

calor pelo uso de cachimbos ou o hábito de descansar o cigarro no lábio inferior enquanto fuma 

(Shield, Ferlay et al. 2017). Como o câncer é uma doença multifatorial, outros fatores também 

podem contribuir para o desenvolvimento da doença, como condições sociodemográficas, 

suscetibilidade genética e imunossupressão (Warnakulasuriya 2009, INCA 2021). 

O CEL é uma das lesões malignas mais frequentes da região oral e maxilofacial, sendo 

responsável por 25-30% de todos os cânceres orais e 12% de todos os cânceres de cabeça e 

pescoço (Vieira, Minicucci et al. 2012, Takata 2017, Lang, Akbaba et al. 2021). Homens de 
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pele clara são mais frequentemente afetados (79,3% à 97,1% dos casos), e o local mais 

comumente acometido é o lábio inferior, responsável por mais de 90% dos casos (Unsal, Unsal 

et al. 2018, de Oliveira Silva, de Arruda et al. 2020). Enquanto a QA tem pico de incidência na 

quinta década de vida, o CEL possui pico entre sexta e a sétima décadas de vida, demonstrando 

o caráter crônico de aquisição do fenótipo maligno (de Oliveira Silva, de Arruda et al. 2020).   

Cerca de 95% dos casos de CEL são precedidos por QA, e desta forma muitas 

características clínicas da QA se mantém no CEL, o que dificulta a distinção entre estas duas 

entidades frente à um CEL em estágio inicial (Vieira, Minicucci et al. 2012). Os primeiros sinais 

clínicos do CEL incluem crostas ou úlceras assintomáticas e em estágio avançado pode ocorrer 

úlcera exofítica dolorosa, coberta por escamas e crostas, com bordas elevadas e base endurecida 

e que não cicatriza. Em contraste com os carcinomas epidermoides de outros subsítios da 

cavidade oral, as lesões labiais são diagnosticadas mais precocemente, mas ainda assim lesões 

em estágio inicial são frequentemente negligenciadas por serem assintomáticas, muitas vezes 

retardando o diagnóstico (de Oliveira Silva, de Arruda et al. 2020). 

A taxa de sobrevida em 5 anos é em torno de 90% a 100% para os CEL em estágio 

inicial e sem metástases detectáveis (Vieira, Minicucci et al. 2012, Bhandari, Wang et al. 2015). 

Todavia, comparado à carcinomas epidermoides cutâneos de outras localizações da cabeça e 

pescoço, o CEL tem maior probabilidade de se tornar invasivo e metastático, sendo descrito na 

literatura taxas de metástase linfonodal até 4 vezes maior, com porcentagens de 5% a 20% a 

depender do tamanho e diferenciação do tumor (Abyaneh, Falto-Aizpurua et al. 2015, Unsal, 

Unsal et al. 2018, Trager, Farmer et al. 2021). Uma vez que a metástase linfonodal se 

desenvolve, a taxa de sobrevivência do CEL cai para 30% a 70% (Rena, Lia et al. 2014, Lang, 

Akbaba et al. 2021). 

Ainda não há um tratamento ideal para o CEB, todos eles causam sequelas ao paciente, 

diminuindo sua qualidade de vida. A modalidade de tratamento é determinada em cada caso de 

acordo com o estágio clínico da doença e com diversos fatores, como a manutenção da 

competência oral, mastigação, deglutição e articulação da fala (Omura 2014). 

Tradicionalmente, o tratamento para CEB inclui uma estratégia multidirecional que pode conter 

cirurgia, radioterapia e/ou quimioterapia, e envolve profissionais de odontologia, oncologistas, 

internistas e assistentes sociais, entre outros (Tahmasebi, Alikhani et al. 2020). 

Para os CEL, a cirurgia é o tratamento de escolha para lesões em estágios iniciais 

(Rena, Lia et al. 2014, Lang, Akbaba et al. 2021). O tratamento cirúrgico requer uma ressecção 

de espessura total da pele, músculo e mucosa subjacente para permitir uma margem cirúrgica 

segura (INCA 2021). A remoção inadequada do tumor com permanência de células tumorais 
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resulta em riscos aumentados de recorrências locais e regionais, além da diminuição das taxas 

de sobrevivência a longo prazo, no entanto, aumentar as margens de ressecção pode resultar em 

aumento das morbidades estéticas e funcionais. Por ser um tratamento mutilador, com 

frequência é necessária cirurgia reconstrutiva para restaurar a função oral e a aparência estética 

após a ressecção do tumor primário (Omura 2014). 

Em casos de doença avançada, margem de ressecção positiva ou disseminação 

extracapsular dos linfonodos envolvidos, a abordagem cirúrgica combinada com a radioterapia 

ou quimioterapia pós-operatória é utilizada para a diminuição do risco de recorrência local 

(Bhandari, Wang et al. 2015, Lang, Akbaba et al. 2021). A excisão de linfonodo regional é 

realizada quando há suspeita de metástase regional ou de forma rotineira para lesões em estágios 

III e IV (Vieira, Minicucci et al. 2012). As complicações agudas provocadas pela radioterapia 

em CEL incluem dermatite, mucosite oral, disfagia, xerostomia, edema e perda do paladar; 

nutrição de suporte via tubo gástrico percutâneo pode ser necessário em alguns casos durante o 

tratamento. As complicações tardias, por sua vez, compreendem dermatite, xerostomia e trismo 

(Lang, Akbaba et al. 2021). 

As complicações orais agudas e crônicas concomitantes aos cânceres bucais como 

perda da função oral, desfiguração, baixa qualidade de vida e traumas psicossociais são 

frequentes durante e após o tratamento. Dado o papel complexo que os lábios desempenham 

em nosso senso de ser humano, bem como no funcionamento da cavidade oral, qualquer efeito 

adverso relacionado ao tratamento desempenha um papel crucial na qualidade de vida, 

ressaltando a importância de examinar os efeitos colaterais agudos e de longo prazo (Lang, 

Akbaba et al. 2021). 

O CEL tem um prognóstico favorável em termos de sobrevida e é um dos tumores 

mais curáveis da cavidade oral, no entanto, a sua ocorrência está atrelada à diversas sequelas, a 

depender do diagnóstico e tratamento precoce (Lang, Akbaba et al. 2021). Assim, diante da 

complexidade do câncer e das suas implicações, é sempre importante entender sua patogênese 

visando possibilidades de terapias mais eficazes e específicas. 

 

 

3.3 CÉLULAS-TRONCO CANCEROSAS  

 

O processo de carcinogênese oral requer várias etapas para a transformação de uma 

célula normal em uma célula neoplásica. Dois modelos distintos tentam explicar o 

desenvolvimento e manutenção do crescimento tumoral e da sua heterogeneidade: o modelo 
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estocástico (evolução clonal) e o modelo de CTCs (González-Moles, Scully et al. 2013, Major, 

Pitty et al. 2013). 

No modelo estocástico a transformação maligna surge a partir de mutações aleatórias 

que podem afetar qualquer célula (González-Moles, Scully et al. 2013, Major, Pitty et al. 2013). 

A evolução subsequente do tumor resulta da progressão clonal da progênie celular mutante que 

adquire uma vantagem proliferativa com consequente instabilidade genômica, levando ao 

acúmulo de eventos epigenéticos e genéticos e a seleção de subclones progressivamente mais 

agressivos (González-Moles, Scully et al. 2013, Simple, Suresh et al. 2015). Neste modelo de 

carcinogênese, o início do desenvolvimento do tumor é explicado por duas teorias: 

• A teoria da “origem monoclonal” defende que a lesão se origina a partir de uma 

única célula que sofreu transformação maligna e a sua progênie é a responsável pela expansão 

do tumor. O desenvolvimento de diferentes características fenotípicas e proliferativas pelos 

subclones seria responsável pela heterogeneidade tumoral e é consequência do acúmulo de 

alterações epigenéticas e genéticas (González-Moles, Scully et al. 2013, Simple, Suresh et al. 

2015); 

• A teoria da "origem policlonal" propõe que células de diferentes locais da mucosa 

passam por uma transformação gradual por meio de alterações moleculares independentes 

mediadas por carcinógenos. Assim, mutações ocorrem em múltiplos locais do epitélio, levando 

ao surgimento de carcinomas multifocais ou lesões de origem independente. Esses tumores que 

surgem em campos adjacentes são, portanto, geneticamente diferentes, e podem coalescer em 

uma só lesão (Simple, Suresh et al. 2015). 

 No entanto, a teoria estocástica apresenta algumas inconsistências, por exemplo: 

como as células somáticas diferenciadas têm um tempo de vida limitado, seria teoricamente 

impossível para qualquer célula adquirir todas as mutações necessárias para a transformação 

maligna; ainda, tem sido sugerido que o câncer pode não ser simplesmente causado pelo 

acúmulo de mutações ao longo do tempo (Wang, Shigdar et al. 2015).  

 Uma explicação razoável que sustenta o modelo estocástico é que provavelmente a 

mutação inicial confira à célula alta capacidade de proliferação, proporcionando tempo de vida 

longo o suficiente para adquirir as demais mutações até a transformação maligna. Seguindo 

essa lógica, espera-se que todas as células cancerígenas em um tumor sejam semelhantes e, em 

princípio, cada célula tumoral viável seria igualmente capaz de formar um novo tumor. No 

entanto, já foi demonstrado que, normalmente, mais de 10.000 células cancerosas são 

necessárias para iniciar tumores de forma reprodutível em camundongos imunocomprometidos 

(Wang, Shigdar et al. 2015). 
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O modelo de CTCs, por sua vez, é baseado em evidências experimentais que 

demonstram diferentes funções entre as células cancerosas, semelhante aos tecidos normais, 

com algumas células indiferenciadas - as CTCs - no topo da hierarquia. As CTCs possuem 

capacidade de se autorrenovar indefinidamente e apresentam divisão assimétrica, que, além da 

autorrenovação, é responsável por dar origem a células-filhas diferenciadas que compõem a 

maior parte do tumor (González-Moles, Scully et al. 2013, Simple, Suresh et al. 2015, Wang, 

Shigdar et al. 2015). As CTCs são específicas do tecido e atualmente este modelo levanta a 

questão de quais são as células iniciadas pelo processo de carcinogênese.  Dentre as 

possibilidades descritas na literatura, duas se destacam: 

•  Considerando que na mucosa oral as células epiteliais diferenciadas têm uma alta taxa 

de renovação (cerca de 14 dias), é provável que as células-tronco normais (CTNs), residentes 

de longo prazo do epitélio, sejam as células com maior chance de acumular as alterações 

genéticas necessárias para transformação maligna (González-Moles, Scully et al. 2013, Simple, 

Suresh et al. 2015). Uma outra razão para considerar as CTNs como a origem das CTCs é que 

ambas possuem capacidade de autorrenovação, e a desregulação deste processo é um evento 

precoce e importante na carcinogênese; desta forma, as CTCs se apropriariam dos mecanismos 

celulares de autorrenovação das CTNs (González-Moles, Scully et al. 2013). 

•  As CTCs podem ter se originado a partir de células tumorais maduras que sofreram 

desdiferenciação em uma célula-tronco por meio de modificações nas vias de sinalização e 

mecanismos regulatórios. Outra possibilidade é a desdiferenciação de células epiteliais maduras 

resultante de eventos oncogênicos, levando à recuperação da capacidade de autorrenovação e 

perda da capacidade de diferenciação terminal. Em seguida, estas células podem adquirir 

mutações adicionais, levando-as à transformação maligna (González-Moles, Scully et al. 2013, 

Simple, Suresh et al. 2015). Desta forma, o termo células-tronco cancerígenas refere-se às 

propriedades funcionais das células e não à sua origem (Major, Pitty et al. 2013).  

Ainda hoje ambos os modelos, estocástico e de CTCs, compõem teorias que estão 

sendo exploradas. Sabe-se que o CEB consiste de uma população heterogênea de células 

composta por três populações distintas: as células tumorais altamente diferenciadas, as células 

amplificadoras transitórias com capacidade de proliferação e uma pequena subpopulação de 

células com capacidade elevada de autorrenovação e plasticidade, denominadas CTCs (de 

Vicente, Donate-Pérez del Molino et al. 2019). Assim como as CTNs são mantidas em 

microambientes especializados, chamados nichos de células-tronco, acredita-se que as CTCs 

residam em regiões anatomicamente distintas dentro do tumor, estabelecendo nichos de CTCs 

(Oshimori 2020). 
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Já está bem estabelecido que o microambiente tumoral contribui para a progressão 

tumoral. Nesta perspectiva, os nichos de CTCs são propostos como microambientes específicos 

que regulam, através de sinalizações celulares provenientes do próprio nicho, o estado 

indiferenciado, a capacidade de autorrenovação e de sobrevivência das CTCs, e as propriedades 

malignas de suas progênies. Vasos sanguíneos, células do sistema imunológico, fibroblastos e 

outras células são também regulados e participam deste nicho. A composição celular, os fatores 

de sinalização e as proteínas da matriz extracelular tornam o nicho de CTCs molecularmente 

distinto (Wang, Shigdar et al. 2015, Oshimori 2020). 

As CTCs possuem três características principais: potente capacidade de iniciação 

tumoral, regenerando o tumor do qual foi derivado a partir de um número limitado de células; 

capacidade de autorrenovação in vivo, gerando um tumor quando implantadas em um 

organismo receptor; capacidade de diferenciação celular, resultando em um tumor composto 

por múltiplas progênies maduras (Habu, Imanishi et al. 2015). Em suma, as CTCs possuem alta 

capacidade de tumorigenicidade, autorrenovação e diferenciação celular (Simple, Suresh et al. 

2015). 

Por meio de um processo de diferenciação aberrante, as CTCs dão origem a populações 

de células tumorais fenotipicamente diferentes. Assim, os tumores são histologicamente 

heterogêneos, com áreas que podem apresentar diferentes graus de diferenciação; são também 

geneticamente heterogêneos, com áreas que apresentam diferentes expressões gênicas e geram 

perfis heterogêneos de expressão proteica; e, finalmente, as células tumorais são 

funcionalmente heterogêneas em termos de sua capacidade de gerar novos tumores (González-

Moles, Scully et al. 2013, Major, Pitty et al. 2013). Esta ampla heterogeneidade intratumoral 

pode ser uma das causas de resistência à terapia e um fator limitante na sobrevivência do 

paciente (Oshimori 2020). 

Além das características já descritas, as CTCs desempenham um papel crítico na 

interação com a matriz extracelular, na transição epitélio-mesenquimal (TEM), migração 

celular (Simple, Suresh et al. 2015, Tahmasebi, Alikhani et al. 2020), angiogênese (Tahmasebi, 

Alikhani et al. 2020) e possuem capacidades aprimoradas de resistência ao estresse (incluindo 

danos ao DNA, respostas à antioxidantes e à hipóxia e sinalização molecular relacionada com 

resistência à drogas), evasão imune e metástase. No entanto, o exato papel patogênico destas 

células ainda é desconhecido, e por isso é necessário compreender os mecanismos regulatórios 

e as vulnerabilidades das CTCs para o desenvolvimento de um tratamento direcionado à estas 

células (Oshimori 2020), tendo em vista que as atuais terapias para o CEB são geralmente 

destinadas à massa tumoral como um todo (González-Moles, Scully et al. 2013). 
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Independentemente da origem das CTCs, as evidências confirmam que, na maioria dos 

tumores sólidos, incluindo os tumores da cavidade oral, estas células são as responsáveis pela 

iniciação do tumor, bem como pela sua diferenciação, manutenção, crescimento, disseminação 

(Simple, Suresh et al. 2015, Yu and Cirillo 2020), contribuindo com comportamentos 

agressivos da lesão, como resistência à quimioterapia e radioterapia (Patel, Shah et al. 2014, 

Habu, Imanishi et al. 2015, Tahmasebi, Alikhani et al. 2020), metástase e recidiva (Habu, 

Imanishi et al. 2015, Tahmasebi, Alikhani et al. 2020).  

Os marcadores de CTCs não são universais para todos os tipos de cânceres, portanto 

presume-se que eles sejam específicos do tipo de tumor e do microambiente de cada tipo de 

CTC. Bonnet e Dick, em 1997, foram os primeiros a documentar que apenas um pequeno grupo 

de células tumorais na leucemia mieloide aguda humana, com fenótipo CD34+/CD38-, eram 

capazes de gerar a doença quando transplantadas em camundongos, e concluíram que as células 

da leucemia mieloide aguda humana possuem organização hierárquica e são provenientes de 

células hematopoiéticas primitivas (Bonnet and Dick 1997). Al-Hajj et al. foram os primeiros 

a revelar a presença de CTCs em tumores sólidos (câncer de mama), demonstrando que apenas 

as células com expressão CD44+/CD24- eram capazes de formar um novo tumor (Al-Hajj, 

Wicha et al. 2003). Desde então, CTCs foram identificadas e isoladas em vários tumores 

sólidos, incluindo tumores de cérebro, próstata, pulmão, cólon, pâncreas, fígado, pele e de 

cabeça e pescoço (Patel, Shah et al. 2014). 

Diversos estudos tentaram identificar marcadores de CTCs com finalidade 

diagnóstica, prognóstica e terapêutica (Yu and Cirillo 2020). No entanto, muitos dos 

marcadores específicos de CTCs conhecidos foram também identificados em tecidos de 

DOPM, em diferentes tumores sólidos, em áreas histologicamente normais adjacentes ao tumor 

e em tecidos normais (Simple, Suresh et al. 2015, Wang, Shigdar et al. 2015). Em carcinomas 

epidermoides de cabeça e pescoço, populações de CTCs foram isoladas usando CD24, CD44, 

CD133, ALDH1, CD271, Sox2, Nanog, OCT4, Nestin, entre outros (Patel, Shah et al. 2014, 

Habu, Imanishi et al. 2015). Tais resultados sugerem que mesmo um único tipo de tumor pode 

apresentar diferentes marcadores (Habu, Imanishi et al. 2015). 

Apesar dos avanços realizados na identificação dos mecanismos moleculares da 

tumorigênese, ainda existe um longo caminho pela frente para que os marcadores de CTCs 

sejam utilizados de forma prática e rotineira no manejo de cânceres orais (Tahmasebi 2020). 

Neste sentido, é necessário considerar abordagens para o CEB direcionadas contra as CTCs, 

exigindo o desenvolvimento de estratégias para identificar e elucidar as vias moleculares das 

CTCs, selecionando marcadores previsíveis e confiáveis com valor prognóstico e terapêutico 
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(González-Moles, Scully et al. 2013, Patel, Shah et al. 2014, Yu and Cirillo 2020). Assim, a 

identificação de biomarcadores associados à CTCs é fundamental (Yu and Cirillo 2020). 

 

 

3.4 OCT4 E SOX2 

 

OCT4 (do inglês, octamer-binding transcription factor 4) é um fator de transcrição 

membro da família de fatores de transcrição regulados pelos genes Pit-Oct-Unc (Huang, Xu et 

al. 2014, Wasik, Grabarek et al. 2014, Tahmasebi, Alikhani et al. 2020), conhecido pela sua 

importante contribuição na manutenção do estado pluripotente e indiferenciado de células-

tronco embrionárias (Swain, Thakur et al. 2020, Yu and Cirillo 2020). O OCT4 é expresso pela 

primeira vez durante a embriogênese no estágio de desenvolvimento de quatro células e 

continua a ser expresso na massa celular interna do blastocisto, células germinativas e células 

epiblásticas. Em caso de redução da expressão de OCT4 pela metade, ocorre indução de 

diferenciação das células-tronco embrionárias (Swain, Thakur et al. 2020). 

Por sua vez, Sox2 (do inglês, sex-determining region Y-box 2) (Ghazi, Aali et al. 2020) 

é uma proteína pertencente à família dos fatores de transcrição do grupo de alta mobilidade, 

fundamental para o desenvolvimento inicial, manutenção do estado indiferenciado e 

autorrenovação de células-tronco embrionárias (Tahmasebi, Alikhani et al. 2020) e de células 

progenitoras neurais (Yu and Cirillo 2020), interagindo com outros fatores de transcrição e 

moléculas críticas de sinalização celular (Patel, Shah et al. 2014). Sox2 compartilha sítios de 

ligação de DNA com OCT4, promovendo um efeito sinérgico pela formação de um 

heterodímero na regulação de seus genes-alvo e, juntos, contribuem para a preservação da 

estabilidade e capacidade de autorrenovação de células-tronco embrionárias e adultas (Huang, 

Xu et al. 2014, Wasik, Grabarek et al. 2014, Swain, Thakur et al. 2020). Ainda, OCT4 e Sox2, 

juntamente com os fatores de transcrição c-Myc e Klf4, compõe os chamados “fatores de 

Yamanaka”, e estão implicados na formação de células-tronco pluripotentes induzidas (Wasik, 

Grabarek et al. 2014). Devido à íntima relação entre OCT4 e Sox2, suas características serão 

descritas em conjunto.  

As células cancerosas e as CTNs compartilham certas características, como a 

capacidade de autorrenovação e a expressão de certos fatores de células-tronco, incluindo os 

fatores de Yamanaka. Muitas das vias que estão alteradas nas células cancerosas regulam as 

funções das células-tronco embrionárias e adultas. Assim, os fatores de reprogramação (fatores 

de Yamanaka) são também proto-oncogenes e podem afetar diretamente e indiretamente a 
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proliferação celular, estando associados a um alto nível de instabilidade genômica (Wasik, 

Grabarek et al. 2014). 

Neste sentido, OCT4 é também reconhecido por ter um papel significativo na 

carcinogênese participando da reprogramação celular (Tahmasebi, Alikhani et al. 2020) e, em 

tumores de cabeça e pescoço, o OCT4 foi relacionado com iniciação (Wasik, Grabarek et al. 

2014) e transformação tumoral, progressão, invasividade (Major, Pitty et al. 2013, Wasik, 

Grabarek et al. 2014), metástase (Wasik, Grabarek et al. 2014, Yu and Cirillo 2020) e resistência 

ao tratamento (Patel, Shah et al. 2014), evidenciando um mau prognóstico, especialmente 

quando co-expresso com outros marcadores de CTCs (Major, Pitty et al. 2013, Yu and Cirillo 

2020). 

Por sua vez, há evidências de que Sox2 contribua para a manutenção do estado 

indiferenciado de CTCs (Tahmasebi, Alikhani et al. 2020, Yu and Cirillo 2020), proliferação, 

invasão e migração celular e resistência contra apoptose (Tahmasebi, Alikhani et al. 2020). A 

superexpressão de Sox2 foi observada em tumores de linhagem escamosa, como carcinomas de 

células escamosas do pulmão e esôfago, mas não em adenocarcinoma de pulmão ou esôfago, o 

que sugere seu uso como um marcador específico de linhagem para células-tronco escamosas 

(Major, Pitty et al. 2013, Patel, Shah et al. 2014). 

Os estudos publicados até o momento avaliando a expressão de Sox2 e sua relevância 

clínica e prognóstica no CEB levaram a resultados contraditórios (de Vicente, Donate-Pérez del 

Molino et al. 2019), no entanto há diversos trabalhos apontando que a expressão aumentada de 

Sox2 está relacionada à iniciação, transformação e progressão do tumor, recorrência, metástase, 

resistência à quimio e radioterapia e mau prognóstico (Tahmasebi, Alikhani et al. 2020), porém 

sem ainda compreender bem os seus mecanismos (de Vicente, Donate-Pérez del Molino et al. 

2019). 

Cai et al. (2016) avaliaram a capacidade de tumorigênese de células imortalizadas 

provenientes de epitélio de mucosa oral e reprogramadas para expressão de OCT4+, Sox2+ e 

OCT4+/Sox2+, e verificaram que, após enxertadas em animais, apenas estas últimas foram 

capazes de gerar um tumor com capacidade de invasão, visualizada no exame histopatológico. 

Também foi avaliada a capacidade de tumorigênese de células provenientes de linhagem de 

CEB e verificou-se que a eliminação da expressão de OCT4+/Sox2+ ou de Sox2 isoladamente 

promoveu igualmente a inibição tumoral in vivo e a formação de carcinoma bem diferenciado; 

em contraste, a eliminação da expressão de OCT4 isoladamente resultou no aumento do 

tamanho do tumor in vivo e na formação de carcinoma de pobremente diferenciado. A partir 

disto, concluiu-se que a inibição de Sox2, e não de OCT4, deve ser um alvo terapêutico para o 
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CEB, e que OCT4 pode ter duplo caráter (oncogene ou supressor de tumor) no desenvolvimento 

de CEB (Cai, He et al. 2016).  

Da mesma forma, o estudo de Liang et al. (2019) revelou que a supressão de Sox2 

suprimiu a carcinogênese e a recorrência de CEB. Ademais, a superexpressão de Sox2 foi 

associada a CEB avançados e metastáticos e à resistência ao tratamento quimioterápico (Liang, 

Deng et al. 2019). O estudo de Huang et al. (2014) revelou a superexpressão de Sox2 e OCT4, 

com correlação significativa, em carcinoma epidermoide de língua e demonstrou que a 

superexpressão de Sox2 é um fator prognóstico independente da sobrevida global, associado à 

baixa sobrevivência (Huang, Xu et al. 2014). 

Ghazi et al. (2020) revelaram, após análise por qRT-PCR, que a expressão de OCT4 e 

Sox2 foi significativamente maior em CEB comparado à displasia epitelial oral, porém sem 

correlação significativa e que ambas as proteínas tiveram expressão significativamente maior 

em carcinoma pouco diferenciado comparado aos carcinomas moderadamente e bem 

diferenciados, com correlação significativa. Contudo, não houve diferença significativa entre o 

estágio clínico do tumor e a expressão de OCT4 e Sox2. Com isso, inferiu-se que o aumento da 

expressão de OCT4 e Sox2 da mucosa displásica para o CEB está implicado no processo de 

carcinogênese da mucosa oral (Ghazi, Aali et al. 2020).  

De forma semelhante, Qiao et al. (2014) analisaram, por imuno-histoquímica, a 

expressão de OCT4 e Sox2 em mucosa oral normal e mucosa oral em transformação maligna 

após aplicação de carcinógeno por 6 semanas. As proteínas foram detectadas isoladamente em 

ambos os tecidos, porém a sua co-expressão foi verificada apenas na mucosa em transformação 

maligna. Assim, os autores sugeriram que este perfil de expressão esteja implicado na 

transformação maligna das células epiteliais e seja utilizado como biomarcador de CTCs. Além 

disso, após avaliar a expressão destes marcadores em tecidos humanos de DOPM, CEB no sítio 

primário e em metástase linfonodal, os autores concluíram que a expressão de Sox2 possui 

correlação significativa com metástase linfonodal, ao contrário da expressão de OCT4 (Qiao, 

He et al. 2014). 

Em conformidade, o trabalho de Luiz et al. (2018) revelou que a expressão de Sox2, 

avaliada por imuno-histoquímica, é significativamente maior em casos de leucoplasia oral 

comparado ao tecido de mucosa oral saudável. Neste trabalho não foi avaliado a expressão de 

Sox2 em CEB e a partir dos resultados encontrados os autores sugeriram a contribuição da 

expressão de Sox2 na patogênese das lesões leucoplásicas (Luiz, Modolo et al. 2018). 

De Vicente et al. (2019) mostraram, após avaliação imuno-histoquímica de 

leucoplasias intraorais, que a expressão de Sox2 aumenta significativamente com o grau de 
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displasia e prevê significativamente o risco de câncer oral. No entanto, a expressão de Sox2 em 

CEB foi detectada principalmente em tumores em estágios iniciais e com ausência de metástase 

linfonodal, sendo associada à uma melhor sobrevida, embora sem significância estatística. 

Contrariamente aos estudos anteriores, no estudo de De Vicente et. al. (2019) não houve 

correlação significativa entre a expressão de Sox2 e metástases em linfonodos cervicais, estágio 

da doença, grau histológico, recorrência tumoral e desenvolvimento de um segundo carcinoma 

primário. Os autores apontam que a expressão de Sox2 surge como um importante determinante 

na patogênese do CEB, contribuindo para o início do tumor e assim poderia ser utilizado como 

um biomarcador para avaliação de risco de câncer oral (de Vicente, Donate-Pérez del Molino 

et al. 2019). De forma semelhante, o trabalho de Pradhan, Guddattu e Solomon (2019) 

demonstrou que pacientes com CEB apresentando alta expressão de Sox2 tiveram períodos 

mais longos de sobrevida livre de doença (Pradhan, Guddattu et al. 2019). 

Por sua vez, Verma e Chandrashekar (2019) avaliaram a expressão de Sox2 em 

displasias orais e revelaram que embora tenha havido associação significativa da expressão de 

Sox2 com o grau de displasia, a associação de sua expressão com a transformação em CEB não 

foi estatisticamente significativa (Verma, Chandrashekar et al. 2019). 

Contrariamente, Naini et al. (2019) identificaram semelhante expressão de OCT4 e 

NANOG em tecido neoplásico e tecido não-neoplásico adjacente ao CEB, no entanto a 

expressão de Sox2 foi significativamente maior no tecido não-neoplásico adjacente ao CEB. 

Além disso, não houve associação entre os marcadores estudados com metástase linfonodal, ou 

com o estágio do tumor e grau histopatológico. Os resultados encontrados para Sox2 podem 

indicar alterações moleculares primárias semelhantes aos tecidos pré-neoplásicos, 

demonstrando seu possível envolvimento na carcinogênese de tumores epidermoides, ou ainda 

pode indicar a presença de células epiteliais precursoras normais com expressão de Sox2 em 

maior quantidade no tecido adjacente ao tumor comparado ao tecido tumoral (Naini, Shakib et 

al. 2019).  

Neste sentido, o ensaio de Fu et al. (2016) revelou que a expressão de OCT4 foi 

significativamente maior em tecidos normais adjacentes ao tumor e em tecidos normais 

comparados à tecidos neoplásicos, e a expressão de Sox2 foi significativamente maior em 

tecidos normais adjacentes ao tumor comparado à tecidos normais e neoplásicos. A expressão 

aumentada de OCT4 e Sox2 teve associação significativa com o estágio patológico inicial da 

doença, pequeno tamanho de tumor, ausência de metástases linfonodal e melhor prognóstico 

para pacientes com CEB (Fu, Hsieh et al. 2016). Em conformidade, Attramadal et al. (2015) 

revelaram que a alta expressão nuclear de Sox2 em CEB está associada a um período livre de 
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doença consideravelmente mais longo do que os carcinomas com baixa expressão de Sox2 após 

radioterapia pós-operatória (Attramadal, Halstensen et al. 2015). 

Ainda hoje são escassos os ensaios que avaliaram a expressão de OCT4 e Sox2 em 

CEB e os resultados apresentados são discrepantes. Além disso, não há na literatura estudos 

acerca da expressão destes marcadores em lesões malignas e potencialmente malignizáveis de 

lábio. Tais lesões diferem das lesões intraorais porque são causadas principalmente pela 

radiação UV (Dancyger, Heard et al. 2018) e, portanto, o papel das CTCs e seus marcadores 

pode diferir das lesões intraorais, sendo necessário a investigação nestas lesões. 

 

 

3.5 HNK1 

 

HNK1 (do inglês, human natural killer-1) é um epítopo de carboidrato (Seiki, Oka et 

al. 1999) formado por um ácido glucurônico sulfatado ligado à N-acetilactosamina (Morita, 

Kakuda et al. 2009), biossintetizado pelas enzimas glucuroniltransferases (GlcAT-P, GlcAT-S 

e GlcAT-D) e sulfotransferase (HNK1ST) (Terayama, Oka et al. 1997, Seiki, Oka et al. 1999, 

Shimoda, Tajima et al. 1999). 

Também conhecido como CD57 ou Leu-7, o HNK1 foi evidenciado primeiramente 

em células humanas por um anticorpo monoclonal criado contra células natural killer (NK) 

(Schachner, Martini et al. 1995, Suzuki-Anekoji, Suzuki et al. 2011, Castillo, Kleene et al. 

2021) e está presente em células NK em diferenciação terminal, em células T ativadas, 

incluindo células T CD4+/CD57+ e CD8+/CD57+, que não têm capacidade proliferativa, mas 

são capazes de secretar citocinas (Casado, Delgado et al. 2008, de Sousa Lopes, da Silva Barros 

et al. 2017, Elahi and Rakhshan 2020). Ainda, HNK1 é expresso em um grande número de 

moléculas de adesão celular e moléculas de matriz extracelular (Seiki, Oka et al. 1999, Morita, 

Kakuda et al. 2009).  

Os carboidratos conjugados às glicoproteínas e glicolipídios de superfície celular 

modulam uma variedade de atividades, incluindo reconhecimento celular, adesão célula-célula 

e célula-matriz extracelular (Terayama, Oka et al. 1997), e por isso estão envolvidos em uma 

ampla gama de funções na embriogênese, inflamação, resposta imune e carcinogênese (Shih, 

Schnaar et al. 1997). O HNK1 é expresso em glicolipídeos, glicoproteínas N-glicanos e O-

glicanos, proteoglicanos, fibronectina do sistema nervoso, em glicoproteínas de adesão da 

superfície celular, como molécula de adesão celular neural (N-CAM), glicoproteína associada 
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à mielina e contactina (Shih, Schnaar et al. 1997, Casado, Delgado et al. 2008, Suzuki-Anekoji, 

Suzuki et al. 2011). 

Nos primórdios do desenvolvimento embrionário a expressão de HNK1 tem um 

importante papel no processo de implantação do blastocisto e desenvolvimento da placenta 

(Shih, Schnaar et al. 1997). Em seguida, o HNK1 é expresso em células da crista neural (CCN) 

quando estas emergem do tubo neural e durante a migração celular. As CCN são de origem 

ectodérmica e constituem uma população celular transitória que migra para todo o corpo. Na 

região craniofacial estas células se dispersam no mesênquima e dão origem a tecidos 

mesenquimais como osso, cartilagem e tecido conjuntivo, além dos derivados da crista neural 

encontrados na região do tronco (Minarcik, Golden et al. 2003). Nesta fase, HNK1 possui um 

singular padrão de expressão têmporo-espacial no sistema nervoso central e periférico 

(Schachner, Martini et al. 1995), estando presente em células migratórias da crista neural, 

neurônios cerebelares, neurônios motores mielinizados, gânglios neurais e células de Schwann 

(Shimoda, Tajima et al. 1999, Minarcik, Golden et al. 2003, Suzuki-Anekoji, Suzuki et al. 

2011). 

Durante a odontogênese e osteogênese dos maxilares, HNK1 está presente em células 

indiferenciadas, e em estágios avançados de desenvolvimento está presente em osteoblastos, 

odontoblastos, células epiteliais, ameloblastos de germes dentários (Tomazelli, Modolo et al. 

2015), e em células osteogênicas, osteoblastos e osteócitos durante a regeneração óssea após 

injúrias (Stuepp, Modolo et al. 2020). Neste sentido, diversos estudos apontam que HNK1 

regula as interações de moléculas de adesão, controlando suas funções, e desempenha um papel 

crítico na interação célula-célula, célula-matriz extracelular e na migração celular (Casado, 

Delgado et al. 2008, Morita, Kakuda et al. 2009, Suzuki-Anekoji, Suzuki et al. 2011). 

A expressão de HNK1 já foi também evidenciada em tecidos neoplásicos humanos, 

como em carcinomas de pequenas células do pulmão (Bunn, Linnoila et al. 1985), 

coriocarcinomas (Shih, Schnaar et al. 1997), tumores neuroectodérmicos (Caillaud, Benjelloun 

et al. 1984) e tumores ginecológicos (carcinoma de células pequenas, adenocarcinomas, 

carcinoma endometrioide) (Ueda, Yamasaki et al. 1986). 

Em melanomas cutâneos, a expressão de HNK1 foi identificada em tumores primários 

e em células metastáticas distantes do tumor primário, porém a expressão foi ausente nas células 

neoplásicas de metástases em linfonodos e em lesões pigmentadas benignas. Assim, foi 

sugerido o uso da expressão de HNK1 como um marcador de mau prognóstico (Thies, 

Schachner et al. 2004). Ademais, em culturas celulares de melanoma altamente invasivos 

verificou-se que o bloqueio de HNK1 reduziu a adesão das células à matriz extracelular, 
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especialmente à laminina e ao colágeno IV e, consequentemente, reduziu a capacidade 

migratória e invasiva das células neoplásicas (Casado, Delgado et al. 2008). 

Em contraste, a expressão de HNK1 em tumores astrocíticos de pacientes humanos foi 

inversamente correlacionada com a agressividade da doença e a sua superexpressão foi 

positivamente associada ao aumento da sobrevida. Quando células de glioma HNK1 positivas 

foram injetadas em cérebro de rato, os tumores resultantes foram 60% menores e as células 

proliferaram mais lentamente comparado aos tumores gerados por células HNK1 negativo. 

Deste modo, os autores apontaram HNK1 como um supressor de tumor (Suzuki-Anekoji, 

Suzuki et al. 2011). 

Em carcinoma de próstata, tumores bem diferenciados apresentaram superexpressão 

significativa de HNK1 quando comparados a tumores pobremente diferenciados. Além disso, 

tempos de sobrevida mais longos e maiores intervalos livres de progressão da doença foram 

observados em pacientes com superexpressão de HNKl. A partir disso, foi sugerido que a 

expressão de HNKl em carcinoma de próstata pode ser um fator prognóstico útil (Liu, Yoshiki 

et al. 1993). Em conformidade, Wangerin et al. (2014) demonstraram que 87% dos carcinomas 

de próstata avaliados apresentaram expressão moderada ou forte de HNK1 (CD57), porém não 

houve diferença significativa quando comparado ao tecido prostático benigno. Além disso, 

verificou-se que com o crescimento do tumor (estágio clínico) ou evolução de um carcinoma 

bem diferenciado para um carcinoma pobremente diferenciado a expressão de HNK1 foi 

gradualmente perdida (Wangerin, Kristiansen et al. 2014). 

Os anticorpos contra HNK1 são rotineiramente usados para detectar células NK ou 

células de origem neural/neuroendócrina. No entanto, existem apenas poucos relatos, com um 

pequeno número de pacientes cada, sobre a frequência e as características da expressão deste 

marcador em câncer (Wangerin, Kristiansen et al. 2014). À exemplo disso, em CEB, a 

expressão de HNK1 foi avaliada apenas em células inflamatórias compondo o microambiente 

tumoral. Nesta perspectiva, Elahi et al. (2020) reportaram associação positiva entre a sobrevida 

e a expressão diminuída de HNK1 (CD57), CD16 e MED15 em células imunes, avaliados por 

qRT-PCR em tecido tumoral de CEB versus tecido normal adjacente (Elahi and Rakhshan 

2020). Por sua vez, de Souza Lopes et al. (2017) e Zancope et al (2010) revelaram não haver 

associações significativas entre células imunes HNK1+ e fatores clínico-patológicos, como a 

graduação histológica e tamanho do tumor, avaliados em CEB por imuno-histoquímica 

(Zancope, Costa et al. 2010, de Sousa Lopes, da Silva Barros et al. 2017). 

Apesar do importante papel de HNK1 na diferenciação e migração celular, são 

escassos os estudos que avaliam a sua participação na carcinogênese, e não há na literatura 
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trabalhos que discorram sobre a sua distribuição na QA e no CEB. Além disso, uma vez que o 

principal fator de risco da QA e CEL difere das demais lesões orais potencialmente 

malignizáveis e malignas, ressalta-se a importância de investigar particularmente os marcadores 

celulares nestas lesões. 

 

  



40 

4  METODOLOGIA EXPANDIDA 

 

4.1 DELINEAMENTO  

 

Este é um estudo retrospectivo observacional transversal descritivo e exploratório. 

 

4.2 SELEÇÃO DA AMOSTRA 

 

A amostra foi composta por 30 casos de DOPM do tipo queilite actínica apresentando 

displasia epitelial e 30 casos de CEL. Múltiplas amostras do mesmo paciente ou amostras de 

pacientes que foram submetidos previamente à quimioterapia ou radioterapia não foram 

selecionadas. Como grupo controle foram utilizados 10 casos de epitélio não neoplásico (ENN) 

provenientes de mucoceles de lábio com revestimento epitelial de mucosa, que apresentassem 

o mínimo de infiltrado inflamatório em lâmina própria e em que os pacientes não apresentavam 

alterações imunológicas ou tratamento antineoplásico prévio, devido à inviabilidade de 

obtenção de fragmentos de lábio saudável. Estas amostras teciduais foram selecionadas por 

conveniência no arquivo de casos do Laboratório de Patologia Bucal da Universidade Federal 

de Santa Catarina (LPB-UFSC). 

 

4.3 ANÁLISE HISTOLÓGICA  

 

Os cortes histológicos foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE) e analisados 

simultaneamente por dois examinadores que, por consenso, determinaram o diagnóstico. Para 

os casos de QA determinou-se o grau de displasia epitelial pela classificação binária de Kujan 

et al. (2007) (Kujan, Khattab et al. 2007), e para os casos de CEL determinou-se o grau de 

diferenciação histopatológica, segundo os critérios estabelecidos pela OMS (Takata 2017). 

Foram excluídos da amostra os casos em que houve discordância quanto ao diagnóstico ou 

classificação, ou que a realização da reação imuno-histoquímica foi inexequível, pela 

necessidade de preservação de material em arquivo. 

 

4.4 REAÇÃO IMUNO-HISTOQUÍMICA 

 

Os procedimentos para realização da técnica imuno-histoquímica foram realizados no 

Laboratório de Patologia Bucal (LPB) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).  
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Os espécimes foram fixados em formol a 10% em temperatura ambiente e incluídos 

em parafina, conforme protocolo do LPB-UFSC. Para cada antígeno estudado foram obtidos 

cortes de 3μm de espessura estendidos em lâminas previamente tratadas com solução de 3-

aminopropyltriethoxylene (Zymed Laboratories, Inc. San Francisco, CA, USA), levadas à 

estufa por 12 horas à 60°C. As amostras foram submetidas à reação de imuno-histoquímica 

utilizando o método de polímero HRP para avaliação das proteínas associadas as células-tronco 

OCT4, Sox2 e HNK1, utilizando-se anticorpos primários específicos para esses antígenos. 

Foram incluídos controles positivos para todos os anticorpos (Quadro 2). O controle negativo 

de todas as reações foi realizado pela omissão do anticorpo primário. 

Para a desparafinização dos cortes as lâminas foram mantidas em estufa por 30 

minutos a 60ºC, seguido de 30 minutos em xilol a 60ºC e 20 minutos em xilol a temperatura 

ambiente. Em seguida, foi realizada a reidratação em uma sequência decrescente de etanol 

constituída por cinco passagens de cinco minutos cada, começando por 3 banhos em etanol 

absoluto, seguida pelo etanol a 95% e etanol a 85%. Posteriormente, foram realizados dois 

banhos de 5 minutos em água destilada. O bloqueio da peroxidase endógena foi realizado em 

H2O2 a 6% em metanol na proporção de 1:3, em dois banhos de 20 minutos, seguido de um 

banho de 5 minutos em tampão fosfato (PBS) e uma lavagem de 5 minutos em água destilada. 

Para a recuperação antigênica foi utilizado o tampão citrato 0,01M, pH 6,0, pré-aquecido em 

banho-maria, por 40 minutos em temperatura constante de 96°C. Após o resfriamento por 30 

minutos, foram realizados dois banhos de 5 minutos em PBS.  

Para as reações utilizando os anticorpos anti-Sox2 e anti-HNK1, o bloqueio das 

ligações inespecíficas foi realizado em solução de leite desnatado a 5% em PBS durante 60 

minutos, em temperatura ambiente, seguidos por mais dois banhos de 5 minutos em PBS. Já 

para o anticorpo anti-OCT4 o bloqueio de ligações inespecíficas ocorreu por meio da incubação 

com soro fetal bovino (Sigma-USA), à temperatura ambiente, por 40 minutos, seguida de 

lavagem com água destilada e duas incubações de cinco minutos cada em PBS. 

Em seguida, cada espécime foi delimitado com caneta hidrofóbica (Z-path, Bancoque, 

Tailândia) e então incubados com os anticorpos primários a 4ºC, overnight.  
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Quadro 2 – Anticorpos utilizados, clone, diluição, controle positivo e fabricante. 

Anticorpo Clone Diluição Controle 

positivo 

Fabricante 

Anti-OCT4 Policlonal 

(TA354593) 

1:100 Carcinoma 

epidermoide oral 

Origene, EUA 

Anti-Sox2 Monoclonal 1:150 Tireoide Cell Signaling, EUA 

Anti-HNK1 Monoclonal Pronto para 

uso 

Mandíbula de 

rato neonato 

Developmental 

Studies Hybridoma 

Bank - Universidade 

de Iowa, Iowa, EUA 

 

Após o tempo de incubação do anticorpo primário, os cortes foram submetidos à dois 

banhos de 5 min em PBS, então incubados com o anticorpo secundário não diluído do Kit 

EnVision (DAKO North America Inc., Carpinteria, EUA) por 1 hora. A revelação da reação 

ocorreu com o cromógeno Diaminobenzidina (DAB+Substrate Chromogen System®, DAKO 

North America Inc., Carpinteria, EUA) aplicado em cada corte por dois minutos, seguido de 

banho em água destilada. Todos os espécimes receberam contra-coloração com Hematoxilina 

de Harris pelo tempo de dois minutos e meio. A remoção de pigmento formólico foi realizada 

através da rápida imersão das lâminas em solução aquosa de hidróxido de amônia a 1% e 

lavagem durante dois minutos em água corrente. Em seguida, realizou-se a desidratação em 

sequência crescente de etanol (85%, 95% e etanol absoluto I, II e III), diafanização com xilol 

por 40 min e montagem das lamínulas com Entellan (Merck-Sigma-Aldrich, Alemanha).  

 

4.5 AVALIAÇÃO DA REAÇÃO IMUNO-HISTOQUÍMICA 

 

Foram realizadas fotomicrografias com parâmetros de captura padronizados em 5 

campos equidistantes capturados em magnificação de 400X sob microscópio de luz (Axiostar 

Plus, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha). Nos cortes de ENN e QA as capturas foram 

realizadas a partir da interface epitélio/conjuntivo. Nos cortes de CEL foi realizada uma captura 

em cada quadrante e uma captura no centro do fragmento.  

Para a avaliação da imunopositividade, as fotomicrografias tiveram sua identificação 

mascarada. Foi avaliada a imunorreatividade nuclear e citoplasmática para OCT4, Sox2 e 

HNK1 nas células epiteliais dos ENNs e das QAs, e células neoplásicas dos CEL. A 

imunopositividade dos anticorpos em cada amostra foi determinada pela presença do 
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cromógeno nos núcleos ou nos citoplasmas das células e analisada como porcentagem de 

núcleos ou citoplasmas positivos em relação ao total de células contadas.  

A avaliação da imunorreatividade foi realizada por um único examinador previamente 

submetido a uma calibração, na qual examinou 30 campos em 4 momentos, com intervalo de 1 

semana, obtendo-se o coeficiente de correlação intraclasses de, no mínimo, 0,7. A avaliação da 

imunoexpressão dos marcadores nos núcleos e citoplasmas foi realizada com Software ImageJ 

versão 1.410 (National Institute of Health, Bethesda, EUA), e os valores registrados em uma 

planilha previamente elaborada no Microsoft Excel® (Microsoft Corporation, Redmond, 

Washington, EUA).  

Desta forma, foi determinada a porcentagem de células com núcleo ou citoplasma 

positivos para cada proteína estudada, e estes valores foram submetidos a análise estatística 

para comparação entre os grupos. 

 

4.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

O teste de normalidade de Shapiro-Wilk foi realizado para avaliar a distribuição dos 

dados que, por não apresentarem uma distribuição gaugassiana, levou à utilização de testes não-

paramétricos. Para comparação da porcentagem de imunopositividade de cada proteína entre 

os grupos e para a comparação da imunopositividade entre os graus de displasia epitelial nas 

QA e entre os graus de diferenciação histopatológica nos CEL, foi aplicado o teste de Kruskal-

Wallis. O coeficiente de correlação de Spearman foi realizado para analisar a correlação entre 

as proteínas em cada grupo estudado.   

Os dados foram apresentados em mediana e distância interquartil para cada grupo, e 

foi adotado o nível de significância de 0,05 para os testes estatísticos aplicados.  
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RESUMO 

Contexto: As proteínas das células-tronco cancerígenas (CTCs) foram descritas em doenças 

orais potencialmente malignas (DOPM) e no câncer oral e foram associadas à iniciação, 

manutenção, migração celular e comportamento agressivo do tumor. Objetivos: o objetivo 

deste trabalho foi investigar a presença de OCT4, Sox2 e HNK1 em carcinoma epidermoide de 

lábio (CEL), queilite actínica (QA) e epitélio não neoplásico (ENN). Materiais e Métodos: 

trinta casos de CEL, trinta casos de QA e dez casos de ENN foram submetidos ao estudo imuno-

histoquímico. Resultados: verificou-se a superexpressão nuclear e citoplasmática de OCT4 em 

CEL comparado ao ENN e QA, sem diferença significativa. A expressão de Sox2 foi 

exclusivamente nuclear e significativamente maior em ENN quando comparado ao CEL 

(p=0,000) e em QA comparado ao CEL (p=0,000). A expressão nuclear de HNK1 foi 

significativamente maior no CEL do que em ENN (p = 0,036), e a expressão citoplasmática foi 

maior no CEL do que em ENN (p = 0,000) e no CEL comparado à QA (p = 0,000). Conclusão: 

conclui-se que OCT4, Sox2 e HNK1 podem estar envolvidos nas fases iniciais da 

fotocarcinogênese labial, que parece estar relacionada com a perda de Sox2 e aumento da 

expressão de OCT4 e HNK1. 

 

Palavras-chave: Proteína OCT4 humana; Proteína Sox2 humana; Antígeno HNK-1; Células-

tronco cancerosas; Câncer Bucal; Câncer labial. 
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INTRODUÇÃO 

 

A queilite actínica (QA) é uma doença oral potencialmente maligna (DOPM) 

resultante da exposição excessiva à radiação solar ultravioleta (UV)1 que acomete o lábio 

inferior (95% dos casos)2 de homens de pele branca.3 A transformação maligna da QA é 

estimada entre 10-30%.4 

Em 2020, a GLOBOCAN estimou 377.713 novos casos de câncer de lábio e cavidade 

oral e 177.757 mortes em todo o mundo.5 O câncer de lábio (CEL) é responsável por cerca de 

25% de todos os cânceres de cavidade oral6, 7 e, por ser causado principalmente pela radiação 

UV,8 o perfil dos marcadores de células-tronco cancerígenas (CTCs) pode diferir das lesões 

intraorais. 

O CEL em estágio inicial apresenta 90-100% de sobrevida após cinco anos, entretanto, 

a sobrevida cai para 25-70% quando há metástases no diagnóstico.2 O componente celular do 

carcinoma epidermoide bucal (CEB) é heterogêneo e compreende uma pequena subpopulação 

de CTCs.9 Acredita-se que as CTCs desempenham um papel fundamental na iniciação, 

manutenção e migração celular do tumor e contribuem com comportamentos tumorais 

agressivos, como quimiorresistência, fuga da apoptose e metástase.9, 10 

Marcadores relacionados à CTCs como NANOG, NESTIN, β-tubulina, OCT4 e Sox2 

já foram estudados em CEB, DOPM e em mucosa adjacente ao tumor.11-13 OCT4 e Sox2 são 

fatores de transcrição envolvidos na manutenção da pluripotência e estado indiferenciado de 

células-tronco embrionárias.13, 14 HNK1 é um epítopo de carboidrato expresso em várias 

moléculas de adesão celular envolvidas em interações célula-célula e/ou célula-substrato15, 16  e 

sua expressão já foi detectada em melanoma maligno cutâneo,17, 18 tumor astrocítico,16 e câncer 

de próstata.19 

Ainda hoje existem poucos estudos que avaliaram a expressão de OCT4, Sox2 e HNK1 

em CEB e os resultados são discrepantes. Além disso, não há estudos sobre a expressão desses 

marcadores em CEL e QA. Assim, o objetivo deste estudo é avaliar a expressão de OCT4, Sox2 

e HNK1 em CEL e QA em comparação com tecido não neoplásico do lábio. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Este trabalho foi aprovado pelo comitê de ética da Universidade Federal de Santa 

Catarina (UFSC) (protocolo número 3.826.160) e foi realizado de acordo com a Declaração de 

Helsinque. 
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Seleção das Amostras 

 

As amostras foram selecionadas do arquivo de casos do Laboratório de Patologia 

Bucal da UFSC (Florianópolis, Brasil) e foram compostas por 30 casos de CEL, 30 casos de 

QA e 10 casos de mucoceles labiais. Por impossibilidade ética de realizar biópsia de lábios sem 

qualquer alteração clínica, as mucoceles labiais foram utilizadas como grupo controle 

proporcionando o epitélio não-neoplásico (ENN). Foram excluídos os casos de mucocele com 

inflamação significativa, que poderia ser responsável por alterações epiteliais. Os espécimes 

foram obtidos de diferentes pacientes e nenhum deles teve tratamento pré-operatório, como 

radioterapia ou quimioterapia. 

Previamente ao estudo imuno-histoquímico todos os casos foram analisados, por meio 

de lâminas coradas com Hematoxilina e Eosina (H&E), por dois observadores experientes (RT 

Stuepp e F Modolo) para confirmar por consenso o diagnóstico de displasia epitelial nos casos 

de QA e a diferenciação histológica dos casos CEL de acordo com a classificação do sistema 

binário20 e classificação da OMS21, respectivamente. 

 

Imuno-histoquímica 

 

Cortes de 3µm das amostras foram submetidas à técnica imuno-histoquímica pelo 

método do polímero HRP, segundo Miguel et. al 202122. Resumidamente, após o bloqueio da 

atividade da peroxidase endógena, recuperação de antígeno e bloqueio dos sítios de ligações 

inespecíficas, as amostras foram incubadas por 18h a 4◦C com os anticorpos primários (Tabela 

1) seguido pela incubação por 1h com um anticorpo secundário não diluído (kit EnVision; 

Dako, Corp., Carpinteria, CA). Foram incluídos controles positivos para todos os anticorpos 

(Tabela 1) e o controle negativo de cada reação foi realizado pela omissão do anticorpo 

primário. A detecção foi realizada com diaminobenzidina DAKO Liquid plus (DAB, Dako 

Corporation, Carpinteria, CA, EUA) e, em seguida, foi realizada a contra coloração com 

hematoxilina de Harris. Após desidratação e diafanização, as lâminas foram montadas com 

Entellan (Merck, Darmstadt, Hessen, Alemanha). 
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Tabela 1: Anticorpos primários e controles positivos 

Anticorpo Clone Fabricante Diluição Controle Positivo 

OCT4 Coelho 

policlonal 

Origene, Rockville, MD, 

EUA 

1:100 Carcinoma 

epidermoide bucal 

Sox2 Coelho 

monoclonal 

Cell Signaling, Danvers, 

MA, EUA 

1:150 Tireoide  

HNK1 Rato 

monoclonal 

Obtido do Developmental 

Studies Hybridoma Bank 

- Iowa, IA, EUA 

Pronto para uso Mandíbula de rato 

neonato 

 

 

Avaliação da reação imuno-histoquímica 

 

As reações foram avaliadas por um único investigador previamente calibrado (RT 

Stuepp), com coeficiente de correlação intraclasse de 0,857 (calibração realizada em 4 

momentos, com intervalos de 1 semana, na qual foram examinados 30 campos). Para cada 

amostra, as células foram contadas com ImageJ versão 1.410 (National Institute of Health, 

Bethesda, Maryland, EUA) em cinco campos equidistantes com uma ampliação de 400X, 

capturadas com microscópio de luz (Axiostar Plus, Carl Zeiss, Oberkochen, Badem-

Württemberg, Alemanha). A imunoexpressão foi considerada positiva na presença de coloração 

marrom no citoplasma e/ou núcleo de células epiteliais. 

Núcleos positivos de células epiteliais, citoplasma positivo de células epiteliais e 

número total de células epiteliais foram contados nos campos fotografados para cada anticorpo. 

A imunopositividade para cada amostra foi expressa em porcentagem de células com núcleo 

positivo ou células com citoplasma positivo sobre o total de células contadas. 

 

Análise estatística 

 

A análise estatística foi realizada com o software SPSS® 11 (SPSS Inc., Headquarters, 

USA). O teste de normalidade de Shapiro-Wilk revelou distribuições não normais, portanto 

testes estatísticos não paramétricos foram aplicados. A imuno-positividade citoplasmática e 

nuclear para cada proteína foi comparada entre os diferentes grupos e associada à classificação 

histopatológica pelo teste de Kruskal-Wallis. A análise de correlação de Pearson foi usada para 

analisar a correlação entre OCT4, Sox2 e HNK1 em cada grupo. As correlações foram 

classificadas em: (I) fracas: 0,00–0,30; (II) moderado: 0,30–0,60; (III) forte: 0,60–0,90; e (IV) 
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muito forte: 0,90-1,0.23 Para todos os testes, as diferenças foram consideradas significativas 

quando P <0,05. 

 

RESULTADOS 

 

A classificação da QA de acordo com o sistema binário20 resultou em 14 lesões de 

baixo risco (BR) e 16 de alto risco (AR). A avaliação da diferenciação histológica do CEL de 

acordo com a classificação da OMS21 resultou em 10 CEL bem diferenciados (BD), 10 

moderadamente diferenciados (MD) e 10 pobremente diferenciados (PD). Os resultados foram 

analisados de acordo com o diagnóstico (QA, CEL e ENN) e subclassificações (subgrupos QA 

BR ou AR e CEL BD, MD ou PD). 

Os resultados referentes ao estudo imuno-histoquímico são apresentados nas tabelas 

2-4. Resumidamente, a imunoexpressão de OCT4 esteve presente na maioria dos núcleos e 

citoplasmas das células epiteliais, Sox2 esteve presente exclusivamente nos núcleos das células 

epiteliais e HNK1 esteve presente em núcleos e citoplasma das células epiteliais. Para todas as 

proteínas estudadas a imunoexpressão foi observada de forma difusa nas células epiteliais do 

ENN, QA e CEL (Figura 1 A-I). 

Apesar de não haver significância estatística, OCT4 teve expressão aumentada nos 

núcleos e citoplasmas das células epiteliais de CEL comparado ao ENN e QA (Tabela 2). Não 

houve diferença estatística significativa na marcação nuclear de OCT4 entre os subgrupos 

avaliados, no entanto observou-se diferença significativa na expressão citoplasmática entre 

CEL PD e ENN (p = 0,034) (Tabela 3 mostra os resultados globais entre os subgrupos). 

A imunoexpressão de Sox 2 diminuiu significativamente de ENN para CEL (p=0,000) 

e de QA para CEL (p=0,000), e a análise entre subgrupos revelou diferença significativa entre 

ENN e CEL BD (p=0,002); ENN e CEL MD (p=0,000); ENN e CEL PD (p=0,02); e QA AR e 

CEL MD (p=0,01). 

Finalmente, a imunoexpressão de HNK1 aumentou gradativamente de ENN para QA e 

de QA para CEL, com diferença significativa na expressão nuclear entre ENN e CEL (p=0,036) 

e na expressão citoplasmática entre ENN e CEL (p=0,000), e entre QA e CEL (p =0.000). Em 

relação à expressão nuclear de HNK1 nos subgrupos, houve diferença significativa entre ENN 

e CEL PD (p=0,001); QA BR e CEL PD (p=0,005); QA AR e CEL PD (p=0,009); e CEL BD 

e CEL PD (p=0,026). Para expressão citoplasmática houve significância entre ENN e CEL MD 

(p=0,017); ENN e CEL PD (p=0,001); QA BR e CEL MD (p=0,005); QA BR e CEL PD 

(p=0,000); e QA AR e CEL PD (P=0,025). 
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Figura 1. Expressão imuno-histoquímica de OCT4, Sox2 e HNK1. ENN: epitélio não 

neoplásico; QA: queilite actínica; CEL: carcinoma epidermoide de lábio (CEL). Aumento de 

400x. 
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Tabela 2 – Expressão imuno-histoquímica dos marcadores em cada grupo. 

Marcador 
ENN (n=10) QA (n=30) CEL (n=30) 

P Med (IIQ) Med (IIQ) Med (IIQ) 

OCT4 

N 58,44 (35,13) A, B  
 64,58 (45,10) A, C  85,50 (29,62) B, C  

A 1,000 
B 0,190 
C 0,068 
* 0,040 

C 19,48 (66,53) A, B 
 41,04 (50,16) A, C   59,04 (49,16) B, C  

A 0,747 
B 0,054 
C 0,260 
* 0,039 

Sox2 

N 66,72 (46,04) A, B 
 30,12 (46,35) A, C  0,17 (26,10) B, C  

A 0,162 
B 0,000 
C 0,000 
* 0,000 

C - - - 

 

- 

 

 

 

 

 

HNK1 

N 
0,00 (17,23) A, B 

 

4,75 (34,59) A, C 

 

28,37 (63,60) B, C 

 

A 0,904 
B 0,036 
C 0,110 
* 0,019  

C 
14,10 (23,99) A, B 

 

18,42 (43,97) A, C 

 

81,72 (36,27) B, C 

 

A 1,000 
B 0,000 
C 0,000 
* 0,000 

ENN: epitélio não-neoplásico; QA: queilite actínica; CEL: carcinoma epidermoide de lábio; N: núcleo; C: 

citoplasma; Med: mediana; IIQ: intervalo interquartil; *: valor de “p” entre os três grupos.  Teste estatístico: 

Kruskal -Wallis. 
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Tabela 3 – Expressão imuno-histoquímica dos marcadores entre os subgrupos. 

Marcador   ENN QA CEL 

*P (n=10) BR (n=14) AR (n=16) BD (n=10) MD (n=10) PD (n=10) 

OCT4 

N M (IIQ) 58,44 (35,13) 53,96 (42,46) 65,65 (31,90) 74,25 (48,45) 81,05 (28,63) 90,24 (19,22) 0,051 

C M (IIQ) 19,48 (66,53)A 43,56 (55,88)AB 39,14 (46,04)AB 55,05 (59,09)AB 46,26 (49,14)AB 74,02 (26,58)B 0,034 

Sox2 

N M (IIQ) 66,72 (46,04)A 24,40 (37,11)ABC 42,90 (52,18)AC 0,09 (34,14)BC 0 (3,73)B 7,44 (35,80)BC 0,000 

C M (IIQ) - - - - - - - 

HNK1 

N M (IIQ) 0 (17,23)A 7,98 (32,02)A 4,75 (45,18)A 0,75 (52,33)A 13,74 (24,40)AB 65,77 (36,84)B 0,001 

C M (IIQ) 14,10 (23,99)C 11,28 (37,90)C 29,57 (54,60)AC 
57,45 

(56,50)ABC 
66,94 (29,41)AB 89,75 (8,42)B 0,000 

ENN: epitélio não-neoplásico; QA: queilite actínica; CEL: carcinoma epidermoide de lábio; BR: baixo risco; AR: 

alto risco; BD: bem diferenciado; MD: moderadamente diferenciado; PD: pobremente diferenciado; N: núcleo; C: 

citoplasma; Med: mediana; IIQ: intervalo interquartil; *: valor de “p” entre todos os subgrupos.  Teste estatístico: 

Kruskal -Wallis. 

 

Por fim, houve correlação positiva moderada e significativa na expressão 

citoplasmática de OCT4 e HNK1 em QA (p= 0,012; R=0,452) e CEL (p= 0,022; R=0,415) e na 

expressão nuclear de Sox2 e HNK1 em CEL (p=0,005; R=0,495) (Tabela 4). 
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Tabela 4 – Avaliação da correlação entre a expressão imuno-histoquímica dos marcadores em 

cada grupo. 

Grupo Variável 
 OCT4 Sox2 

ENN 

N 

Sox2 
R= 0,6 

P= 0,067 
- 

HNK1 
R= 0,075 

P= 0,837 

R= -0,335 

P= 0,345 

C 

Sox2 - - 

HNK1 
R= 0,267 

P= 0,455 
- 

QA 

N 

Sox2 
R= 0,158 

P= 0,404 
- 

HNK1 
R= 0,339 

P= 0,067 

R= 0,287 

P= 0,124 

C 

Sox2 - - 

HNK1 
R= 0,452 

P= 0,012 
- 

CEL 

N 

Sox2 
R= -0.03 

P= 0,875 
- 

HNK1 
R= 0,161 

P= 0,397 

R= 0,495 

P= 0,005 

C 

Sox2 - - 

HNK1 
R= 0,415 

P= 0,022 
- 

ENN: epitélio não-neoplásico; QA: queilite actínica; CEL: carcinoma epidermoide de lábio; N: núcleo; C: 

citoplasma; R = coeficiente de correlação de Spearman; P: valor de “p”. 

 

DISCUSSÃO 

 

A evolução de uma lesão displásica ou não displásica para câncer é um evento incerto 

e a literatura sobre este tema é conflitante. Assim, a identificação de CTCs pode ser um 

indicador prognóstico confiável em DOPMs, bem como em câncer bucal quanto ao curso 

clínico e como alvo terapêutico.24 Em nosso estudo apresentamos a expressão de dois 

marcadores de CTCs bem conhecidos, OCT4 e Sox2, e introduzimos o HNK1 como um 

possível novo marcador na avaliação histopatológica de QA com displasia epitelial e CEL. 

Neste trabalho, enquanto a imunoexpressão de Sox2 foi exclusivamente nuclear, a 

imunoexpressão de OCT4 esteve presente no citoplasma e núcleo de células epiteliais. Tanto 

OCT4 quanto Sox2 são fatores de transcrição e, portanto, sua atividade é nuclear.25 Apesar 

disso, avaliamos a expressão citoplasmática de OCT4, uma vez que a síntese proteica ocorre no 
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citoplasma celular26 e, desta forma, a superexpressão citoplasmática pode estar relacionada com 

sua hiperatividade nuclear. 

Em nosso estudo não houve diferença significativa na imunoexpressão de OCT4 entre 

os grupos (ENN, QA e CEL, entretanto, a imunoexpressão de OCT4 aumentou 

significativamente de ENN para CEL PD (p=0,034), sugerindo sua participação na 

carcinogênese oral. 

Tegginamani et al. (2020) relataram a ausência de expressão de OCT4 em leucoplasia 

oral24. Além disso, Fu et al. (2016) relataram uma expressão significativamente maior de OCT4 

em tecido normal adjacente ao tumor do que em tecido tumoral e verificaram que a maior 

expressão de OCT4 está associada a doenças em estágio patológico inicial, tamanho pequeno 

do tumor e ausência de metástase linfonodal.27 

Uma das limitações desta pesquisa foi a impossibilidade de analisar a correlação dos 

marcadores investigados com fatores clínico-patológicos e determinar seu valor prognóstico 

devido à falta de dados em prontuários e perda de seguimento dos pacientes. Neste sentido, 

Habu et al. (2015) relataram que a expressão de OCT4 prediz independentemente o alto risco 

de metástase cervical tardia no carcinoma epidermoide de língua. 

Com relação à imunoexpressão de Sox2, nosso estudo revelou diminuição significativa 

do ENN para QA e CEL. A análise entre os subgrupos também revelou que a imunoexpressão 

de Sox2 diminui significativamente de ENN para CEL BD/ CEL MD/ CEL PD e entre QA AR 

e CEL MD. Além disso, não houve correlação significativa entre a imunoexpressão de Sox2 e 

OCT4. 

Em concordância com os nossos achados, Fu et al. (2016) relataram a superexpressão 

de Sox2 em tecido normal adjacente ao tumor comparado ao tecido normal e neoplásico e 

verificaram que a superexpressão de Sox2 está significativamente associada a doença em 

estágio patológico inicial, tamanho pequeno do tumor, ausência de metástases linfonodais e 

melhor prognóstico para pacientes com CEB.27 Em nosso estudo verificamos maior expressão 

de Sox2 no ENN em relação ao CEL, e uma vez que não foi possível investigar a correlação de 

Sox2 com os fatores clínico-patológicos, sugerimos a realização de estudos acerca deste tema. 

Em contraste com os nossos resultados, Huang et al. (2014) relataram que Sox2 e 

OCT4 estavam superexpressos e significativamente correlacionados no carcinoma epidermoide 

de língua, porém sem correlação significativa com a sobrevida global de 5 anos dos pacientes.28 

Nesse contexto, Qiao et al. (2014) encontraram a expressão isolada de OCT4 e Sox2 na mucosa 

oral normal, DOPM e CEB, mas a co-expressão (ambos os marcadores detectados 

positivamente no mesmo local de um caso sob um campo selecionado) destes marcadores 
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esteve presente apenas em DOPM e CEB, sugerindo que o perfil Oct4+Sox2+ pode contribuir 

para a transformação maligna da mucosa oral.25 Esses achados estão em desacordo com nosso 

estudo em relação à expressão de Sox2, uma vez que observamos diminuição significativa da 

expressão em ENN para CEB. 

Ghazi et al. (2020) demonstraram a expressão significativamente maior de OCT4 e 

Sox2 no CEB PD comparado ao CEB MD, porém, sem diferença significativa entre o estágio 

clínico do tumor e a expressão de OCT4 ou Sox2.29 De Vicente et al. (2019) demonstraram que 

a expressão de Sox2 está significativamente associada ao risco de câncer bucal9 e Liang et al. 

(2019) revelaram que Sox2 está regulado positivamente em CEB avançado e tumores 

metastáticos, contribuindo para a resistência aos medicamentos. Além disso, a supressão de 

Sox2 com tratamento combinado superou efetivamente a quimiorresistência e diminuiu a 

recorrência de CEB, in vitro e in vivo.30 Esses resultados são conflitantes com nossos achados, 

uma vez que observamos uma expressão significativamente maior de Sox2 no tecido normal 

comparado ao tecido neoplásico. 

Também em divergência com nossos achados, Luiz et al. (2018) encontraram maior 

expressão de Sox2 em leucoplasia oral comparado ao tecido de mucosa oral saudável, sugerindo 

uma contribuição de Sox2 na patogênese das lesões leucoplásicas.29  

As diferenças metodológicas na avaliação da imunoexpressão de Sox2, a diversidade 

de populações de pacientes e a heterogeneidade no perfil morfológico e genético dos tumores 

sólidos podem ser algumas das razões para as diferenças encontradas.9,14 Além disso, a QA e o 

CEL diferem das lesões intraorais por serem causadas principalmente pela radiação UV,8 e, 

portanto, o papel das CTCs e seus marcadores pode diferir das lesões intraorais. Até onde 

sabemos, este é o primeiro relato da imunoexpressão de Sox2 e OCT4 em tecido normal, 

displásico e neoplásico do lábio, portanto, sugerimos novas investigações para ampliar o 

entendimento sobre o papel destes marcadores na carcinogênese labial. 

Em relação à imunoexpressão de HNK1, apesar de seu papel significativo na 

diferenciação e migração celular em tecidos craniofaciais, poucos estudos avaliaram sua 

participação na carcinogênese e, até onde sabemos, este é o primeiro relato da expressão de 

HNK1 em lesões neoplásicas e displásicas da cavidade oral. 

Em nosso estudo, revelamos que a expressão de HNK1 foi significativamente maior 

em CEL comparado à QA e ENN, bem como em CEL PD comparado ao ENN. Também 

demonstramos a correlação significativa de HNK1 com OCT4 na expressão citoplasmática de 

QA e CEL, e com Sox2 na expressão nuclear de CEL. 
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HNK1, também conhecido como CD57 ou LEU7, está envolvido no reconhecimento, 

adesão e migração celular.32,33 Recentemente, a expressão de HNK1 foi relatada em células 

osteogênicas, osteoblastos e osteócitos durante a regeneração óssea após trauma induzido.34 Em 

tecidos neoplásicos humanos, a expressão de HNK1 foi observada em carcinomas de pequenas 

células do pulmão,35 coriocarcinomas,36 tumores neuroectodérmicos37 e tumores ginecológicos 

(carcinoma de pequenas células, adenocarcinomas, carcinoma endometrioide),38 mas sem 

compreender completamente seu papel na carcinogênese. 

Em melanomas cutâneos, a expressão de HNK1 foi relatada como um marcador 

prognóstico independente de metástase à distância.17 Além disso, o bloqueio de HNK1 em 

culturas de células de melanoma altamente invasivo reduziu a adesão celular à matriz 

extracelular, especialmente laminina e colágeno IV, e consequentemente reduziu a taxa 

migratória e capacidade invasiva das células neoplásicas.18 

Em contraste, a superexpressão de HNK1 em tumores astrocíticos humanos foi 

positivamente associada ao aumento da sobrevida, resultando em tumores 60% menores e 

menor proliferação celular quando comparados a tumores HNK1 negativos.16 Resultados 

semelhantes foram descritos no câncer de próstata epitelial: tumores bem diferenciados 

apresentaram maior expressão de HNK1 do que tumores pouco diferenciados e pacientes com 

superexpressão de HNK1 tiveram maiores taxas de sobrevida e intervalos livres de doença mais 

longos.39 Além disso, com a progressão de carcinoma bem diferenciado para mal diferenciado, 

a expressão de HNK1 é gradualmente perdida, assim como em tumores clínicos avançados.19 

Com isso em vista, recomendamos mais estudos para avaliar o papel do HNK1 no curso clínico 

do CEL. 

A iniciação do câncer é resultado de alterações genéticas que ocorrem em vários 

estágios anteriormente às alterações histopatológicas.29 Portanto, a classificação da gravidade 

da displasia epitelial pode ajudar no monitoramento das lesões, mas não pode ser o único 

critério para predizer a transformação maligna.31 Além disso, uma vez que o câncer se 

desenvolve, conhecer o seu perfil molecular pode complementar as classificações tumorais 

atuais e melhorar o tratamento, impactando o curso clínico.40 A partir dos nossos resultados 

concluímos que os marcadores estudados podem estar envolvidos nas fases iniciais da 

fotocarcinogênese labial, que parece estar relacionada à perda de Sox2 e aumento da expressão 

de OCT4 e HNK1.  
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

O câncer de boca é o quinto tumor mais frequente entre brasileiros do sexo masculino 

(INCA 2021). Neste contexto, o CEL representa cerca de um quarto dos cânceres bucais 

(Vieira, Minicucci et al. 2012, Takata 2017, Lang, Akbaba et al. 2021) e a incidência reportada 

no Brasil é de 3,0 a 13,5/100.000 habitantes (de Oliveira Silva, de Arruda et al. 2020). Em 

países tropicais, como o Brasil, o CEL é uma doença comum devido à maior incidência e 

exposição à radiação UV, principal fator etiológico para esta condição. É importante destacar 

que cerca de 95% dos casos de CEL são precedidos pela QA, uma DOPM, cujo fator etiológico 

é também a radiação UV (Vieira, Minicucci et al. 2012). 

A QA é uma doença crônica causada pelos efeitos acumulativos da radiação UV e, 

portanto, apresenta evolução lenta, sendo associada equivocadamente pela maioria dos 

pacientes e por muitos profissionais da saúde como uma condição normal do envelhecimento. 

Por conta disso, perde-se a oportunidade de intervir precocemente nestes pacientes, evitando a 

progressão da QA. 

Nem todas as DOPM irão desencadear uma neoplasia, porém ainda hoje não há 

ferramentas concretas para predizer quais lesões irão ou não progredir para câncer, sendo a 

classificação do grau de displasia epitelial o principal indicador prognóstico. Assim, o 

conhecimento das alterações moleculares das DOPM, que estão instaladas ainda antes das 

alterações histopatológicas, tem potencial como indicador prognóstico mais preciso e confiável, 

auxiliando a objetivamente classificar os pacientes em grupos de proservação ou tratamento de 

acordo com o risco relativo para transformação maligna. Já na perspectiva do CEL, o 

conhecimento dos mecanismos moleculares das células neoplásicas tem potencial uso 

terapêutico, visando o desenvolvimento de terapias mais específicas e, portanto, mais eficazes 

e com efeitos adversos mais amenos. 

Tendo em vista o exposto, foi objetivo deste trabalho investigar a expressão dos 

marcadores de células-tronco OCT4, Sox2 e HNK1 em alterações displásicas e neoplásicas do 

lábio. Uma vez que o principal fator etiológico da QA e CEL difere das lesões intraorais, 

julgamos necessário investigar os marcadores celulares particularmente nestas lesões. OCT4 e 

Sox2 já foram investigados em diversos tumores, incluindo CEB, bem como em DOPM, porém 

sua implicação na carcinogênese destas lesões permanece inconclusiva. Por sua vez, dentro dos 

nossos conhecimentos, até o presente momento não há investigações de HNK1 nas referidas 

doenças orais, sendo o nosso trabalho a primeira publicação nesta área. 
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Frente a impossibilidade, por questões éticas, de utilizar tecido de semimucosa labial 

normal, utilizou-se como parâmetro de normalidade de imunoexpressão epitélio de mucosa 

proveniente de biópsias de mucoceles de lábio inferior. Estas foram criteriosamente 

selecionadas, buscando lesões que apresentassem o mínimo de infiltrado inflamatório em 

lâmina própria para evitar que os fenômenos gerados pela inflamação interferissem nos 

resultados, ainda assim é possível que alguma variação nos resultados fosse percebida caso se 

tivesse utilizado tecido normal. 

Em nosso trabalho, verificamos que expressão nuclear e citoplasmática de OCT4 

aumentou gradativamente do ENN para QA e CEL, embora sem diferença significativa. A 

expressão de Sox2 ocorreu apenas nos núcleos celulares e diminuiu gradativamente do ENN 

para QA e CEL, com diferença significativa. Por sua vez, HNK1 teve expressão nuclear 

significativamente maior em CEL comparado ao ENN, e a expressão citoplasmática foi 

significativamente maior em CEL comparado ao ENN e em CEL comparado à QA. A partir 

disso, concluímos que OCT4, Sox2 e HNK1 podem estar envolvidos nas fases iniciais da 

fotocarcinogênese labial, que parece estar relacionada com a perda de Sox2 e aumento da 

expressão de OCT4 e HNK1. 

A interpretação dos dados desta pesquisa é limitada pela própria técnica imuno-

histoquímica, que não gera uma quantificação tão precisa quanto outras metodologias, como 

PCR ou Western Blot. Outra limitação do nosso trabalho foi a impossibilidade de correlacionar 

a expressão dos marcadores investigados com os dados clínicos e histopatológicos, devido à 

falta de dados nos prontuários e perda de seguimento dos pacientes. Porém, os resultados aqui 

reportados podem melhor embasar o desenvolvimento de futuras investigações, com 

metodologias mais específicas e que possam correlacionar os dados encontrados com os 

aspectos clínicos e histopatológicos. 

Atualmente, não existe um tratamento ideal para a QA, e para o CEL o tratamento de 

escolha é a excisão cirúrgica com margem de segurança, o que está implicado a sequelas 

funcionais e estéticas, agudas e crônicas. Conhecendo as alterações moleculares destas 

condições, espera-se desenvolver planos terapêuticos mais eficazes e conservadores, 

impactando diretamente na qualidade de vida destes pacientes. 
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7. CONCLUSÕES 

 

Com base nos resultados dessa pesquisa verificou-se que: 

• A expressão nuclear e citoplasmática de OCT4 aumentou gradativamente do 

ENN para QA e CEL, sem significância estatística; a expressão de Sox2, presente apenas nos 

núcleos celulares, diminuiu gradativamente do ENN para QA e CEL, com significância 

estatística; HNK1 teve expressão nuclear significativamente maior em CEL comparado ao 

ENN, e a expressão citoplasmática foi significativamente maior em CEL comparado ao ENN e 

em CEL comparado a QA. 

• A análise da expressão das proteínas entre os grupos estudados (ENN, QA e 

CEL) sugere que a fotocarcinogênese labial esteja relacionada com a perda de expressão nuclear 

de Sox2 e aumento da expressão nuclear e citoplasmática de OCT4 e HNK1.  

• A análise da expressão das proteínas entre os subgrupos revelou: 

- Aumento significativo da expressão citoplasmática de OCT4 entre ENN e CEL 

pobremente diferenciado, sugerindo a contribuição deste marcador na fotocarcinogênese labial; 

- Diminuição significativa da expressão nuclear de Sox2 entre ENN e CEL bem 

diferenciado, moderadamente e pobremente diferenciado, e entre QA de alto risco e CEL 

moderadamente diferenciado, sugerindo a perda de regulação de Sox2 com a progressão das 

lesões. 

- Aumento significativo da expressão nuclear de HNK1 em CEL pobremente 

diferenciado quando comparado com ENN, QA de baixo risco, QA de alto risco e CEL bem 

diferenciado. Aumento significativo da expressão citoplasmática de HNK1 do ENN para CEL 

moderadamente e pobremente diferenciado; de QA de baixo risco para CEL moderadamente e 

pobremente diferenciado; e de QA de alto risco para CEL pobremente diferenciado. Estes 

resultados sugerem a contribuição deste marcador na fotocarcinogênese labial. 

• Houve correlação positiva, moderada e estatisticamente significativa entre a 

expressão citoplasmática de OCT4 e HNK1 em QA (R= 0,452 e p= 0,01) e CEL (R= 0,415 e 

p= 0,022), e na expressão nuclear de Sox2 e HNK1 em CEL (R=0,495 e p = 0,005). 
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ANEXO A – Parecer consubstanciado 
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