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APRESENTAÇÃO

Por muitos anos a Odontologia foi a área assistencial em saúde menos acessível a 
grande parte da população. Considerado um serviço muito caro no atendimento privado e 
pouco ofertado pelo sistema público, a saúde bucal acabou ficando em segundo plano, sem 
considerar os aspectos culturais e comportamentais associados.

Inúmeras ações, como planejamento de políticas públicas, disseminação de 
informação e aumento na oferta de atendimento colocaram a Odontologia mais próxima da 
comunidade, favorecendo o acesso a este serviço. Veículos de informação, cada vez mais 
digitais e disponíveis, deixaram o conhecimento a um clique de distância dos profissionais, 
o que possibilita melhora na qualidade do atendimento. 

Este e-book é mais um destes veículos que ampliam o acesso e a qualidade da 
assistência odontológica. Espero que a leitura do conteúdo aqui expresso possa auxiliá-lo 
no desenvolvimento de suas habilidades profissionais.

Ótima leitura.
Emanuela Carla dos Santos
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RESUMO: Carcinoma epidermóide oral (CEO) 
consiste na neoplasia maligna mais comum 
da cavidade oral, estando bem documentadas 
em associação ou precedidas por displasia 
epitelial oral (DEO). Neoplasias malignas 
apresentam um específico potencial de rápido 
e ilimitado  crescimento, apresentando hipóxia 
tumoral como um característica observada em 
muitos tipos de câncer e que contribuem para 
a progressão sistêmica e local do câncer. O 
fator 1 induzido por hipóxia (HIF-1) apresenta-
se como um regulador chave da resposta 
celular à hipóxia. Objetivo: Assim, o objetivo 
deste estudo foi analisar a expressão imuno-
histoquímica do HIF-1α, em DEOs e CEOs, 
buscando elucidar melhor o comportamento 
biológico de possíveis lesões malignas. Dez 
casos foram selecionados nesta pesquisa de 
ambas as lesões. Cinco áreas foram analisadas 
em cada caso, contando a porcentagem de 
células positivas com magnificação de 400x. 
O número de células em cada um dos cinco 
campos foi somado e considerou-se como 
unidade amostral o percentual de células imuno-
positivas para HIF-1α conforme marcação 
nuclear e citoplasmática, bem como intensidade 
desta última. Os resultados foram obtidos e 
comparados entre grupos por meio dos testes 
t de Student e ANOVA multifatorial, seguido do 
pós-teste de Bonferroni, tomando como base 
os níveis de significância de 5%. Resultados: 
Imunomarcação foi proporcional ao grau de 
diferenciação maligna entre tecido normal, DEO 
e CEO (p = 0,002); foram observados níveis mais 
altos de coloração citoplasmática moderada 
(P = 0,004) e intensa (P = 0,018) em CEOs. 
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Conclusão: Foi observada uma aumento da expressão, nuclear e citoplasmática, de HIF-1α 
de DEO para CEO, sugerindo seu envolvimento em estágios iniciais da carcinogênese oral. 
PALAVRAS-CHAVE: Subunidade alfa do Fator 1 Induzível por Hipóxia, Neoplasias Bucais, 
Lesões Pré-Cancerosas, Carcinoma de Células Escamosas.

EVALUATION OF THE HIF-1Α FUNCTION IN THE ORAL EPITHELIAL 
DYSPLASIA MALIGNANCE

ABSTRACT: Background: Oral epithelial dysplasia (OED) is a commonly observed 
histopathological changes in premalignant lesions and has been documented to preceded 
and Oral squamous cell carcinoma (OSCC). Hypoxia is a common feature of many cancers 
and contributes to local and systemic cancer progression. Hypoxia-inducible factor-1 (HIF-
1) is a key regulator of the cellular response to hypoxia. Objective: The aim of this study 
was to analyze the immunohistochemical expression of HIF-1α, in OEDs and OSCCs, 
seeking to better elucidate the biological behavior potencial malignant lesions. Material and 
Method: Ten cases were selected this research of both lesions. Five areas were analyzed 
from each case by counting the percentage of positive cells at 400x magnication. Os 
resultados foram selecionados e comparados entre grupos por meio dos testes t de student 
e ANOVA multifatorial, seguidos de pós-teste de Bonferroni, usando como base os níveis 
de significância de 5%. Results: This higher immunostaining was proportional to the level 
of malign differentiation (p=0.002); it was seen higher levels of moderate (P=0.004) and 
intense (P=0.018) cytoplasmic staining in the OSCC. Conclusion: Increasing nuclear and 
cytoplasmic expression of HIF-1α LED for OSCC was observed, suggesting their involvement 
in the early stages of oral carcinogenesis.
PALAVRAS-CHAVE: Oral squamous cell carcinoma, oral epithelial dysplasia, 
immunohistochemistry, HIF-1α.

1 |  INTRODUÇÃO
O comportamento biológico das neoplasias malignas é complexo, face ao  

crescimento e a disseminação do câncer dependem não só da proliferação celular 
neoplásica, mas também das respostas dos tecidos normais do hospedeiro. É necessário, 
para tal, que uma variedade de interações ocorra entre as células tumorais, a rede vascular, 
o sistema imune e o tecido conjuntivo (NAGPAL, J.K.; DAS, B.R., 2003). Mais recentemente, 
tem-se destacado o estudo sobre o metabolismo enérgico das células tumorais, buscando 
uma melhor compreensão sobre a biologia tumoral do câncer (MORENO-SÁNCHEZ, R. et 
al., 2007).

Hipóxia focal é encontrada na maioria dos tumores sólidos, devido às alterações 
quantitativas e qualitativas na vasculatura do tumor, que promovem a uma redução local 
da disponibilidade de oxigênio. Isso constitui uma característica comum de tumores 
sólidos em câncer de cabeça e pescoço e outros tipos de câncer. Esse meio hipóxico é 
relevante em tumores localmente agressivos, que apresentam rápido crescimento tumoral 
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que geralmente não são acompanhados pela vascularização ou neoformação vascular 
e, frequentemente, as células tumorais necessitam de suplementação de nutrientes e 
oxigênio para realizar seu metabolismo normal (BRAHIMI-HORN, C.; POUYSSÉGUR, J., 
2006; DOS SANTOS, M. et al., 2012). Essa baixa concentração de oxigênio estimula uma 
cascata de vias moleculares, resultando em angiogênese, glicólise e mudanças no ciclo 
celular. Nestas condições, uma via de sinalização envolvendo um regulador de resposta 
a oxigênio, chamado de Fator Induzido por Hipóxia (HIF), é ativada (BRAHIMI-HORN, C.; 
POUYSSÉGUR, J., 2006; BRENNAN, M. et al., 2007; ZHENG, Y. et al., 2013). 

O Fator Induzido por Hipóxia-1 (HIF-1) é um fator transcricional que exerce um 
papel essencial na resposta adaptativa das células em meio à baixa concentração de 
oxigênio (BRAHIMI-HORN, C.; POUYSSÉGUR, J., 2006; ZHENG, Y. et al., 2013). Quando 
ativado, HIF-1 pode induzir a transcrição de mais de 60 genes, como uma tentativa de 
evitar a morte celular pela hipóxia tumoral, importantes na proliferação celular e para a 
carcinogênese (DOS SANTOS, M. et al., 2012). A expressão de HIF-1α pode, portanto, 
fornecer informações valiosas para informar a escolha do tratamento ou para avaliar o 
prognóstico (ZHENG, Y. et al., 2013), sendo considerado um marcador de prognóstico 
tumoral para CEOs (ECKERT, A.W. et al., 2011). 

Diante da escassez de estudos evidenciando o papel do HIF-1 na biologia tumoral do 
câncer de boca, o presente estudo busca analisar a participação do HIF-1α em Carcinomas 
Epidermóides Orais, bem como em Lesões Potencialmente Malignas que apresentam 
graus histopatológicas com característica de Displasias Epiteliais Orais, visando contribuir 
para o melhor entendimento da carcinogênese oral.

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS
Realizou-se um estudo observacional, analítico e transversal, por meio do diagnóstico 

e a análise imunomolecular de lesões malignas e pré-malignas. Foram analisados 10 casos 
de DEOs e 10 casos de CEOs e 5 casos de epitélio oral normal (NOE). Todas as amostras 
foram embebidas em parafina e obtidas de biópsias incisionais de pacientes do Ambulatório 
de Estomatologia da Universidade Federal do Ceará - Campus de Sobral. As amostras 
foram coletadas de janeiro de 2012 a dezembro de 2015. O Comitê de Ética em Pesquisa 
da Universidade Federal do Ceará / Departamento de Clínica Médica aprovou este estudo 
clínico-laboratorial sob protocolo. 94432, e o consentimento informado por escrito foi obtido 
de todos os pacientes.

Foram incluídos casos biopsiados com diagnóstico histopatológico de CEO e 
DEO, cujo os espécimes tenham quantidade suficiente de material disponível nos blocos 
de parafina para análises morfológica e imunohistoquímica. Foram excluídos da amostra 
os casos que apresentaram quantidade insuficiente de material emblocado em parafina 
para estudo morfológico e amostras com material insuficiente para realização da análise 
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imunohistoquímica. Os casos em que os pacientes não permitiram a realização da pesquisa, 
bem como pacientes sem autorização do responsável também não foram incluídos na 
pesquisa. A amostra foi dimensionada para proporcionar um poder de 80% e uma confiança 
de 95% para detectar diferença imunohistoquímica (expressão dos marcadores estudados) 
relevante entre os grupos de pacientes com lesões bucais. 

Dados prévios (AYALA et al., 2010; DELLAS et al., 2008; ECKERT et al., 2011; 
FILLIES et al., 2005) foram utilizados, e para que tais requisitos sejam satisfeitos, o 
tamanho da amostra foi calculado em 10 casos de CEO e 10 casos de DEO. A esse valor, 
já foi avaliado 20% para suprir eventuais perdas, de modo que o tamanho final da amostra 
foi estimado em 20 pacientes. Amostra pode ser elevada em virtude do número crescente 
de casos observdaos na população do estudo.

2.1 Análise Histomorfométrica
As amostras foram fixadas em formalina a 10%, embebidas em parafina, seccionadas 

a 5 μm, coradas com hematoxilina-eosina e montadas em lâminas de vidro para análise 
histopatológica. As amostras de CEO e DEO foram categorizadas de acordo com a 
classificação da OMS (BARNES et al., 2005). As amostras de DEO foram classificadas 
usando uma classificação da OMS (displasia baixa / moderada / selvagem) para prever 
a transformação maligna. Os resultados desta classificação foram os seguintes: 5 eram 
displasia baixa, 4 eram displasia moderada e 1 eram displasia grave; 5 eram CEOs bem 
diferenciados e 5 eram CEOs moderadamente diferenciados.

2.2 Análise Imunoistoquímica
Para a análise imunoistoquímica, cortes de 3 mm de espessura foram realizados 

em material parafinado. Todas as amostras de tecido foram processadas usando métodos 
padrão e seções seriais foram usadas para IHC. Após desparafinização e reidratação, as 
lâminas foram submetidas a recuperação antigênica induzido pelo calor em 10 mmol / L de 
tampão citrato / trilogia (pH = 6,0) em banho-maria Pascall (DakoCytomation). A atividade 
da peroxidase endógena foi bloqueada por 30 minutos com peróxido de hidrogênio a 0,3%, 
seguida por bloqueio de proteína a 1% por 10 minutos. As seções foram incubadas com 
antibiótico primário, anticorpo monoclonal de coelho anti-HIF-1α (clone EP1215Y, Abcam®, 
Cambridge, MA, EUA), diluído 1: 200 com tempo de incubação de 12 horas, utilizando 
citrato ph6 para o método de recuperação antigênica. As amostras foram então incubadas 
com o anticorpo secundário LSAB Kit (DAKO®, Carpentaria, CA, EUA) por 10 minutos 
na temperatura ambiente. Em seguida, o desenvolvimento foi realizado com uma solução 
de cromogênio preparada com DAB (3-3’-diaminobenzidina), por 10 minutos em câmara 
escura (DAKO®, Carpentaria, CA, EUA) e a hematoxilina de Harris foi utilizada para 
contracoloração. Finalizando, foi realizado lavagem em água corrente em três banhos de 
1 a 2 minutos, passagens em sequencias de álcool etanol absoluto (1 minuto) e xilol (1 
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minuto) respectivamente e montagem em resina Permount® (Fischer Scientific, Fair Lawn, 
NJ, USA).

As lâminas de vidro foram examinadas em microscópio óptico NIKON® Eclipse 
E200. Controle positivo foi incluído em cada reação junto com as amostras. Foram utilizados 
carcinomas hepáticos e pulmonares, além do controle interno dos linfócitos, paralelo às 
seções incubadas e como controle positivo. Controle negativo sem anticorpo primário foi 
realizado em paralelo com a incubação das amostras experimentais.

2.3 Avaliação da marcação imunoistoquímica
Os parâmetros positivos para a marcação do anticorpo em todas as amostras 

foram as células que exibiram coloração acastanhada. Foi considerada condição negativa 
de expressão a completa ausência de coloração. Foram selecionados cinco campos 
(KRUSE-LOSLER et al., 2005) visualizados através do microscópio óptico Leica DM2000, 
com ampliação de 400x, e fotomicrografados através do microscópio com câmera digital 
acoplada Leica DFC290 HD utilizando o software Las na resolução máxima. Os campos 
com maior imunomarcação (hot spots) foram selecionados para a análise e fotomicrografia 
(YU et al., 2007).

A análise quantitativa da expressão de proteínas foi realizada contando o número, 
em valores absolutos, de células imunocoradas (VASCONCELOS et al., 2015) e utilizando 
o software Image J (Image and Processing Analysis in Java - Rasband, WS, ImageJ, 
Institutos Nacionais de Saúde, Bethesda, Maryland, EUA, http://rsb.info.nih.gov/ij/, 1997-
2004). Dois autores realizaram a análise em momentos separados, sem conhecer os dados 
clínicos, e qualquer desacordo foi resolvido pela discussão.

A análise qualitativa correspondeu à intensidade da imunomarcação, variando de  
coloração fraca, moderada ou forte nos locais apropriados,  núcleo (Figura 1) ou citoplasma 
(Figura 2)  para anticorpos, de acordo com métodos adaptados de estudos anteriores 
(MOURÃO et al., 2016).

Análises qualitativas e quantitativas foram realizadas simultaneamente em cada 
campo. A análise consistiu em contar o número de células positivas em cada campo e 
quantificar a intensidade de imunotransferências de locais celulares específicos para cada 
anticorpo, como descrito anteriormente. Os níveis de cada proteína dentro das células 
foram normalizados e depois avaliados usando a análise estatística da seguinte forma.

2.4 Análise estatística
Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, expressos em 

forma de média e erro-padrão da média e comparados entre grupos por meio do teste de 
Kruskal-Wallis seguido do pós-teste de Dunn ou por meio do teste de Mann-Whitney (dados 
não paramétricos). Adotou-se índice de significância p <0.05 para todas as avaliações, 
realizadas no software GraphPad Prism versão 5.0 para Windows®.
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3 |  RESULTADOS
Um total de 20 casos foi obtido neste estudo, sendo 10 amostras de CEO e 10 

amostras de displasias. Destes, 11 eram homens e 9 mulheres; igualmente distribuídos 
em ambos os grupos (DEO: 5 homens e 5 mulheres / CEO: 6 homens e 4 mulheres) 
(p=1.000). A média de idade geral foi de 63.1±2.8 anos, sem diferença significante entre os 
dois grupos de estudo (DEO: 61.7±4.0 e CEO: 64.9±3.9 anos, p=0.585). 

Com relação ao perfil de imunomarcação mediante localização topográfica, os 
dados se encontram dispostos na Tabela 1. A análise imuno-histoquímica do HIF-1α revelou 
imunocoloração nuclear e citoplasmática em células epidermóides normais e displásicas de 
todas as amostras avaliadas.

A média de células com imunomarcação nuclear foi maior em CEO quando 
comparado ao controle e DEO, sendo que essa maior imunomarcação foi proporcional ao 
grau de diferenciação maligna (p=0.002). Quando ao perfil de imunomacação citoplasmática, 
observamos uma semelhança com o padrão de marcação nuclear, evidenciando uma 
maior imunomarcação em CEO e DEO quando comparado ao controle (p=0.022). Ao 
observar a intensidade de marcação citoplasmática, não encontramos diferença entre os 
grupos quando apresenta uma imunomarcação leve. Entretanto, uma maior marcação 
citoplasmática moderada (p=0.004) e forte (p=0.018) foi observada em CEO. Evidenciamos 
uma pequena (ou ausente) marcação forte no grupo controle (Tabela 2).

Entre a gradação histológica de DEO, observamos uma maior marcação nuclear em 
DEO de grau moderado quando comparadado com DEO de grau leve (p =0.016). Não houve 
diferença na marcação de HIF-1α em citoplasma. Em CEO também não evidenciamos 
diferença de imunomarcação nuclear e citoplasmática entre as gradações histológicas da 
amostra (Tabela 3). 

Quanto ao perfil quantitativo de imunomarcação para HIF-1α, observou-se que 58.4 
± 6.0% das DEO e 73.8 ± 5.3% dos CEO apresentavam imunomarcação citoplasmática 
positiva, com diferença significante entre os dois grupos de estudo (p =0.022) (Figura 3). 
Assim como a imunomarcação nuclear, que mostrou diferença significante entre os grupos 
de DEO (0.2 ± 0.1%) e CEO (2.4 ± 0.8) (p = 0.021) (Figura 3).

Quanto ao padrão qualitativo de imunomarcação citoplamática, não houve diferença 
significante entre o percentual de células com imunomarcação positiva fraca em citoplasma 
entre DEO (34.5±2.1%) e os CEOs (30.5±3.6%) (p=0.337); no entanto, houve aumento 
significante no percentual de células marcadas com intensidade moderada no CEO 
(31.5±3.8%) em relação às displasias (17.7±4.2%) (p=0.029), bem como com intensidade 
forte (17.3±4.6% e 5.4±2.3%, respectivamente) (p=0.031) (Figura 4).

O percentual de imunomarcação citoplasmática para HIF-1α não mostrou associação 
com os sexos masculino (DEO: 64.0±9.2% e CEO: 69.7±11.9%) e feminino (DEO: 54.7±8.1 
e CEO: 76.5%) (p=0.350). Por outro lado, o percentual de imunomarcação nuclear para 
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HIF-1α em homens mostrou aumento significante nos CEO (5.5±1.6%) em relação às 
DEO (0.1±0.1%) quando comparado ao aumento da imunomarcação nuclear nos CEO 
(1.2±0.5%) em relação às displasias (0.2±0.2%) de mulheres (p=0.003).

Correlacionando imunomarcação qualitativa citoplasmática entre CEO e DEO com 
o sexo, observamos que o percentual de imunomarcação citoplasmática fraca no sexo 
masculino (DEO: 35.6±3.8 e CEO: 23.3±4.0%) e no sexo feminino (DEO: 33.5±2.2% e 
CEO: 35.2±4.5%) não apresentaram diferenças significatica (p=0.093). Da mesma 
forma, o sexo não influenciou de forma significante o percentual de imunomarcação 
citoplasmática moderada, onde o sexo masculino (DEO: 20.4±6.7 e CEO: 26.3±7.6%) não 
apresentou diferença significativa (p=0.398) em relação ao sexo feminino (DEO: 15.0±5.7 
e CEO: 31.6±4.8%). O perfil de imunomarcação citoplasmática forte também não mostrou 
diferença entre DEO e CEO mediante análise do sexo (p=0.415), sendo que o homens 
apresentaram uma imunoexpressão de 8.4±3.8% e 20.0±8.4%, em displasias e carcinomas 
respectivamente, e as mulheres apresentaram uma imunomarcação de 6.2±4.0% e 
9.7±4.2% em displasias e carcinomas respectivamente.

4 |  DISCUSSÃO
HIF-1 é um fator transcricional que exerce um papel essencial na resposta 

adaptativa das células em meio à baixa concentração de oxigênio (BRAHIMI-HORN, C.; 
POUYSSÉGUR, J., 2006; ZHENG, Y. et al., 2013; PEREIRA, K.M. et al., 2013). Consiste 
em duas subunidades: subunidade α, presente no citoplasma celular, que transporta a 
mensagem de hipóxia ao núcleo celular promovendo a geração de uma resposta celular 
ao meio de baixa concentração de oxigênio; e a subunidade β, expressa constitutivamente 
e presente no núcleo [BRENNAN, M. et al., 2007; PEREIRA, K.M. et al., 2013; KALUZ, S.; 
KALUZOVÁ, M.; STANBRIDGE, E.J., 2008; ECKERT, A.W. et al., 2012).

Em células bem oxigenadas, HIF-1α é hidroxilada através da enzima prolil hidroxilase 
em resíduos de prolina (PEREIRA, K.M. et al., 2013; ECKERT, A.W. et al., 2012) e degradado 
através do complexo enzimático da E3-ubiquitina, após sua ligação com o gene supressor 
tumoral von Hippel-Lindau (pVHL) (PEREIRA, K.M. et al., 2013; SEMENZA, G.L., et al., 
2011). Em resposta à hipóxia tumoral, HIF-1α é ativado e translocado para o núcleo celular, 
onde dimeriza com HIF-β, formando um complexo de resposta a hipóxia (HRE) (PEREIRA, 
K.M. et al., 2013; KALUZ, S.; KALUZOVÁ, M.; STANBRIDGE, E.J., 2008; FRAGA, C.A. et 
al., 2012), que promove uma resposta ao estresse hipóxico ao atuar no controle de mais 
de 100 genes envolvidos na adaptação tumoral (PEREIRA, K.M. et al., 2013; LIN, P.Y. et 
al., 2008; OLIVEIRA, L.R.; RIBEIRO-SILVA, A., 2011; KEITH, B.; JOHNSON, R.S.; SIMON, 
M.C., 2011). 

A expressão/superexpressão de HIF-1α é comumente encontrada numa variedade 
de neoplasias malignas, incluindo várias neoplasias extra-gnáticas, como no carcinoma 
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renal (NA, X. et al., 2003), de bexiga (THEODOROPOULOS, V.E. et al., 2004), em trato 
digestivo (KUWAI, T. et al., 2003), câncer de mama (VLEUGEL, M.M. et al, 2005), em 
ovário (NAKAYAMA, K. et al., 2002), do endométrio (SIVRIDIS, E. et al., 2002), do colo 
do útero (BURRI, P. et al., 2003) e em câncer de cabeça e pescoço (KATSUNA, M. et al., 
2005); sugerindo que o HIF-1α possa desempenhar um papel importante na carcinogênese 
humana.

No presente trabalho evidenciamos uma imunomarcação de HIF-1α em todos os 
casos de CEO, bem como em todos os casos de DEO, condizente com alguns trabalhos 
que obtiveram 100% de expressão positiva em todos os casos de CEO analisados (LIN, P.Y. 
et al., 2008; MOHAMED, K.M. et al., 2004) indicando que o HIF-1α pode estar envolvido 
no processo da carcinogênese em estágios iniciais ao processo de transformação maligna. 
Ressaltamos que poucos estudos na literatura, apenas o estudo de Lin et al. (2008), 
avaliaram a expressão de HIF-1α em DEO e CEO, fato que dificulta a comparação entre 
os dados. O presente estudo apresenta uma análise diferente da expressão de HIF-1α, na 
qual a imunoexpressão é observada quantitativamente e qualitativamente no citoplasma e 
no núcleo célular. Na literatura, encontramos trabalhos com metodologias diferentes, como 
o trabalho de Eckert et al. (2011) que avaliou apenas a imunomarcação citoplasmática, 
enquanto Lin et al. (2008) considerou apenas a contagem da imunomarcação nuclear. 
Dessa forma, este estudo procura fornecer mais informações sobre a participação do HIF-
1α nos estágios iniciais da progressão tumoral. 

Dos escassos trabalhos que comparam e avaliam a imunoexpressão de HIF-1α 
em carcinomas e displasias epitelais, sugere-se que os carcinomas apresentam uma 
imunomarcação mais intensa, notavelmente uma marcação nuclear, quando comparado 
à displasias (ECKERT, A.W. et al., 2011; FILLIES, T. et al., 2005; LIN, P.Y. et al., 2008). 
Corroborando com o presente, onde foi evidenciada uma maior imunoexpressão nuclear 
e citoplasmática (moderada a forte) de HIF-1α em CEO, quando comparados a DEO 
(p=0.021). Lin et al. (2008), observou uma imunoexpressão nuclear gradativamente maior 
em CEO quando comparada com DEO moderada e severa. Esse significativo aumento da 
expressão de nuclear displasias para carcinomas refoça novamente o possível papel do 
HIF-1α em eventos precoces da carcinogênese oral (LIN, P.Y. et al., 2008). 

Em DEO, a imunomarcação de HIF-1α não se restringiu ao terço médio do epitélio, 
mas também está presente na camada basal e superficial do epitélio (Figuras 1 e 2). Já 
em amostras de CEO a expressão mostrou-se focal, em áreas circundantes de regiões 
necróticas, em células tumorais com elevada produção de ceratina e na borda infiltrante 
tumoral; essa maior imunoexpressão de HIF-1α em células adjacentes a áreas de necrose 
das células tumorais sugerem que esse tecido neoplásico possa ser diretamente induzido 
por HIF-1α (ECKERT, A.W. et al., 2011). É destacado que imunoexpressão significativa de 
HIF-1α possa estar associado a progressão tumoral, através do estímulo à angiogênese 
e à estimulação direta de células cancerígenas (LIN, P.Y. et al., 2008). Isso porque essa 
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superexpressão é observada sob condições em que as células necessitam de capacitação 
de energia para seu crescimento e proliferação (ECKERT, A.W. et al., 2011; FILLIES, T. et 
al., 2005).

No presente estudo, também observamos uma maior imunoexpressão citoplasmática 
do HIF-1α em CEO quando comparada a DEO (p=0.022), semelhante ao trabalho de Eckert 
et al. (2011), principalmente uma imunomarcação citoplasmática moderada (p=0.029) e 
forte (p=0.031). Koukourakis et al. (2002) relataram que uma imunomarcação citoplasmática 
forte é um achado tumoral específico e que reflete a regulação das vias de sinalização 
do HIF. Eckert et al. (2011) observaram que a expressão de HIF-1α foi significativamente 
correlacionada com a taxa de sobrevida, pacientes cujos tumores demonstraram uma alta 
expressão citoplasmática de HIF-1α apresentaram uma taxa de sobrevida bem menor 
quando comparados com imunomarcação fraca. 

Ao observar uma rara, mas presente, marcação nuclear, além de elevada 
imunoexpressão citoplasmática de HIF-1α em DEO, o presente estudo sugere que esses 
achados podem refletir o envolvimento da HIF-1 nos estágios iniciais da carcinogênese e 
de acordo com o alto índice de marcação observado no CEO e em DEO, acredita-se que a 
expressão do HIF-1 possa ser um determinante para o fenótipo tumoral (ECKERT, A.W. et 
al., 2011; FILLIES, T. et al., 2005; LIN, P.Y. et al., 2008). Lin et al. (2008) observaram que 
os casos mais agressivos de CEO tiveram maior expressão do HIF-1α, com correlação 
significativa entre a elevada expressão nuclear dessa proteína com o tamanho do tumor e 
metástase para linfonodos regionais. Além disso, a imunoexpressão aumentava entre os 
casos de displasias para os CEO. Assim, acredita-se que a expressão do HIF-1α pode ser 
considerada um evento inicial na carcinogênese oral. 

CEO orais apresentam rápido crescimento local, com potencial significativo de 
invasão local e metástases. Apesar do tratamento agressivo, a taxa de sobrevida em cinco 
anos ainda se mantém sombria. O planejamento do tratamento e o prognóstico para o 
câncer oral são estimados com base no aspecto clínico, por meio do sistema TNM e pelo 
aspecto histopatológico (MUÑOZ-GUERRA, M.F. et al., 2009). No entanto, a classificação 
TNM é limitada, pois não fornece informações sobre a agressividade biológica e resposta a 
tratamento, sendo impossível prever com exatidão o prognóstico (MUÑOZ-GUERRA, M.F. 
et al., 2009; HEO, K. et al., 2012). Portanto, novos marcadores moleculares que possam 
predizer o prognóstico e a agressividade tumoral necessitam ser estudados, buscando um 
tratamento individualizado para o câncer de boca e, nesse contexto, o HIF-1α é elencado 
como um marcador que pode contribuir para a identificação de novos prognósticos e fatores 
preditivos permitindo a adaptação de cirurgia e terapia adjuvante.

Um dos papéis do HIF-1α é na carcinogênese e progressão tumoral, dos Santos et 
al. (2012) sugerem a utilização da expressão da proteína HIF-1α como um marcador tumoral 
de carcinoma de células escamosas para avaliar melhor as opções terapêuticas à mão, 
especialmente na decisão do tratamento radioterápico pós-operatório e ao estabelecimento 
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de um correto prognóstico afim de evitar recidivas e necessidades de novas intervenções 
terapêuticas.

5 |  CONCLUSÃO
Como conclusão do estudo, verificou-se que há uma maior expressão, nuclear e 

citoplasmática, do HIF-1α em carcinomas do que em displasias, sugerindo que a expressão 
do HIF-1α desempenha um papel importante na carcinogênese oral. HIF-1α pode ser 
elencada como um possível marcador de progressão tumoral e estar correlacionada com o 
prognóstico do câncer de cavidade oral. 

6 |  CONSIDERAÇÕES FINAIS
O Fator Induzido por Hipóxia consiste em um regulador-chave da resposta 

celular à hipóxia celular e presumivelmente desempenha um papel central no controle 
do crescimento do tumor. Polimorfismos ou mutações foram recentemente identificados, 
podendo promover sua maior expressão. A taxa de sobrevida do carcinoma epidermóide 
oral não mudou significativamente ao longo das últimas décadas. Assim, compreender o 
desenvolvimento e progressão deste tipo tumoral é fundamental para uma bem-sucedida 
intervenção terapêutica. Um melhor conhecimento da sua biologia poderia contribuir para a 
identificação de novos prognósticos e fatores preditivos permitindo a adaptação de cirurgia 
e terapia adjuvante. Assim, estudos com HIF-1a ajudam a reflectir na adaptação de células 
tumorais ao meio hipoxico e na sua contribuição para invasão tumoral. 
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TABELAS

Percentual de Células imuno-positivas para HIF-1α

Citoplasma Núcleo
Citoplasma 

Marcado 
Levemente

Citoplasma 
Marcado 

Moderadamente

Citoplasma 
Marcado 

Fortemente
CEO
Gengiva (n=1) 67.7 3.7 32.1 30.9 4.6

Palato (n=1) 90.3 0.1 17.5 31.5 41.2
Mucosa Jugal (n=2) 78.6±12.7 3.15±2.5 20.7±1.2 32.7±14.5 25.25±0.6
Língua (n=3) 57.6±13.8 1.3±0.9 30.9±10.5 17.5±8.2 9.2±7.0
DEO
Lábio (n=5) 58.2±9.6 0.1±0.1 33.8±2.8 16.4±7.2 7.9±3.8
Assoalho bucal 
(n=1) 67.4 1.0 30.7 14.6 22.1

Língua (n=1) 74.6 0.1 40.1 29.4 5.1
Palato (n=3) 53.6±13.0 0.0±0.0 35.2±5.6 17.0±8.5 1.4±0.7

Tabela 1: Perfil de Imunomarcação por HIF-1α mediante caracterização por localização 
topográfica da peça de biópsia.

Dados expressos em forma de média±EPM.

 
Tecido 
Normal

DEO CEO p-Valor

Núcleo (%) 0,00±0,00 0,27±0,10* 2,37±0,86*† 0,002

Citoplasma Leve (%) 38,53±7,55 34,55±2,11 30,46±3,57 0,513

Citoplasma Moderado (%) 5,36±2,26 17,71±4,25 29,52±4,02* 0,004

Citoplasma Forte (%) 0,24±0,24 7,12±2,63* 13,81±4,28* 0,018

Citoplasma (%) 44,13±7,98 59,38±6,02* 73,78±5,31* 0,022

Tabela 2: Mean and intensity of immunostained cells in cytoplasm and nucleus of oral epithelial 
dysplasia and oral squamous cell carcinoma.

*p<0.05 versus control, †p<0,05 versus dysplasia, Kruskal-Wallis/Dunn test (Mean± Mean 
standard error).
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DEO CEO

Leve Moderada p-Valor Bem 
diferenciado

Moderadamente 
diferenciado p-Valor

Núcleo (%) 0,05±0,03 0,49±0,14 0,016 1,21±0,63 3,54±1,49 0,310

Citoplasma Leve (%) 34,13±3,13 34,97±3,18 0,841 31,02±5,51 29,89±5,17 1,000
Citoplasma 
Moderado (%) 17,69±8,15 17,73±3,85 0,841 35,84±2,96 23,20±6,63 0,095

Citoplasma Forte (%) 5,10±3,07 9,15±4,44 0,548 15,93±7,56 11,68±4,81 0,841
Citoplasma (%) 56,91±11,60 61,84±5,03 0,841 82,80±4,39 64,77±8,17 0,056

Tabela 3: The mean and the intensity of immunostained cells per group of histological grading for oral 
epithelial dysplasia and carcinoma of oral squamous cell.

*p<0.05 versus control, †p<0,05 versus dysplasia, Mann-Whitney test (Mean± Mean standard 
error).

FIGURAS

Figura 1: Imunoexpressão de HIF-1α em displasia epitelial oral (DEO): (A) imunomarcação nuclear; 
(B) intensa imunomarcação em células epiteliais, exceto na camada basal e parabasal. Células 

inflamatórias crônicas, como controle interno, também mostraram imunomarcação de HIF-1α. (400x).

Figura 2: Imunoexpressão de HIF-1α em amostras de carcinoma epidermoide oral 
(CEO): (A) CEO bem diferenciado exibindo imunomarcação nuclear em numerosas células. 
(B) CEO moderadamente diferenciado mostrando imunomarcação nuclear e citoplasmática 
moderada a forte. Células inflamatórias crônicas, como controle interno, também mostraram 

imunocoloração de HIF-1α (400x).
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Figura 3: Média de células epiteliais com imunocoloração citoplasmática (A) e nuclear (B) 
de HIF-1α: (A) imunomarcação citoplasmática positiva em 58,4 ± 6,0% de DEO e 77,8 ± 3,9% 
de CEO, independentemente da intensidade, com diferença significativa entre os dois grupos 
(p = 0,022). (B) imunocoloração nuclear positiva em 0,2 ± 0,1% do DEO e 2,4 ± 0,8% do CEO, 

com diferença significativa entre os dois grupos (p = 0,021).

Figura 4: Média de células epiteliais com HIF-1α qualitativo de imunocoloração 
citoplasmática: imunomarcação citoplasmática fraca em DEO (34,5 ± 2,1%) e CEO (30,5 ± 

3,6%), sem diferença significativa entre os dois grupos (p = 0,337); imunomarcação moderada 
citoplasmática em DEO (17,7 ± 4,2%) e CEO (31,5 ± 3,8%) com diferença significativa (p = 
0,029); forte imunocoloração citoplasmática em 5,4 ± 2,3% do DEO e 17,3 ± 4,6% do CEO, 

com diferença significativa (p = 0,031).
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