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APRESENTAÇÃO
A coleção “A Estruturação e Reconhecimento das Ciências Biológicas na 

Contemporaneidade” da Atena Editora é uma obra composta de dois volumes e refere-
se a uma série de investigações e contribuições nas áreas das Ciências Biológicas e que 
se fundamentam na discussão científica e em trabalhos categorizados e interdisciplinares 
desenvolvidos por autores de vários segmentos, potencializando discussões e abordagens 
contemporâneas em temas variados das Ciências Biológicas. Assim, a coleção é para todos 
os profissionais pertencentes às Ciências Biológicas e suas áreas afins, especialmente 
aqueles com atuação no ambiente acadêmico e/ou profissional. Cada volume foi organizado 
de modo a permitir que sua leitura seja conduzida de forma simples e com destaque por 
área da Biologia, onde os capítulos podem ser lidos na ordem que você desejar e de acordo 
com sua necessidade.

O Volume I – “Meio Ambiente e Biodiversidade”, através dos seus 16 capítulos 
aborda a heterogeneidade e aplicação de conceitos nas áreas de meio ambiente, ecologia, 
sustentabilidade, botânica, micologia e zoologia, como levantamentos/inventários e 
discussões sobre a importância da biodiversidade e do conhecimento popular sobre as 
espécies. As temáticas exploradas neste volume são de grande relevância, pois apesar 
da preocupação com a biodiversidade e com o estado do meio ambiente não ser recente, 
sabe-se que foi nas últimas décadas do século XX que essa temática entrou definitivamente 
no discurso dos cidadãos, na sociedade civil, na agenda dos governos, na imprensa e 
ganhou as ruas. No entanto, se observa que essa preocupação ainda não se transformou 
efetivamente em práticas educativas, administrativas e operacionais efetivas, o que coloca 
em risco todos os seres vivos e recursos naturais. Desta forma, o volume I procura auxiliar 
a realização de trabalhos nestas áreas e no entendimento e desenvolvimento de práticas 
que podem ser adotadas no âmbito da educação, em espaços formais e não formais de 
ensino, para o meio ambiente e manutenção da biodiversidade de forma de compreender, 
refletir, responder e/ou minimizar os graves problemas ambientais. 

O Volume II – “Saúde e Biotecnologia”, reúne 18 capítulos que apresenta de 
forma categorizada discussões e estudos desenvolvidos em diversas instituições de 
ensino e pesquisa do país, que apresentam resultados bem fundamentados de trabalhos 
de experimentos laboratoriais, de campo e de revisão de literatura realizados por diversos 
professores, pesquisadores, graduandos, e pós-graduandos, cujas pesquisas serão 
apresentadas de maneira objetiva e didática. A produção científica no campo da Saúde e 
da Biotecnologia é ampla, complexa e interdisciplinar. Portanto, os capítulos que compõem 
este volume refletem essa diversidade de olhares. 

Assim, o resultado dessa experiência, que se traduz nos dois volumes organizados, 
objetiva apresentar ao leitor a complexidade e a diversidade de questões e dimensões 
inerentes as áreas de Meio Ambiente, Biodiversidade, Saúde e Biotecnologia, como pilares 



estruturantes das Ciências Biológicas na contemporaneidade. Por fim, esperamos que 
a leitura aqui proposta possa disseminar e apoiar a construção novos estudos, saberes 
e práticas pautadas no reconhecimento da importância dos seres vivos e dos recursos 
naturais, com uma visão multidimensional para a saúde planetária e para o enriquecimento 
de novas atitudes e práticas multiprofissionais nas Ciências Biológicas.

Boa leitura!

Clécio Danilo Dias da Silva
Daniele Bezerra dos Santos
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RESUMO: Introdução: O câncer oral possui um 
potencial rápido e ilimitado para o crescimento 
e pode apresentar regiões hipóxicas. O fator 
induzível por hipóxia (HIF) é uma das proteínas 
envolvidas na regulação da hipóxia e um 
importante marcador prognóstico no câncer 
oral. Objetivo: Analisar a expressão da proteína 
HIF-1α e relacionar o perfil de expressão 
com as características clínicopatológicas de 
pacientes com câncer oral. Métodos: Para isto, 
foram obtidas, juntamente com as informações 
clínicopatológicas, 37 amostras de carcinoma 
de células escamosas da cavidade oral. Das 
amostras foram preparadas lâminas histológicas 
para a coloração por AgNOR e para imuno-
histoquímica com o anticorpo anti-HIF-1α. Os 
dados de contagem de regiões organizadoras 
de nucléolo e do padrão de expressão de HIF-
1α, foram relacionados com as características 
clínicopatológicas. Resultados: Foi observada 
uma associação do estadiamento clínico e do 
grau de diferenciação com a positividade de 
expressão da proteína HIF-1α, onde os maiores 
scores eram de pacientes com estadiamento 
avançado. Foi possível observar ainda a 

http://lattes.cnpq.br/1043065006299584
http://lattes.cnpq.br/4793218461049389
http://lattes.cnpq.br/6621092177441341
http://lattes.cnpq.br/5495329160438980
http://lattes.cnpq.br/0558531160628107
http://lattes.cnpq.br/4643289545572174
http://lattes.cnpq.br/5529149503714764
http://lattes.cnpq.br/6445492335035108


 
A Estruturação e Reconhecimento das Ciências Biológicas na Contemporaneidade 2 Capítulo 9 85

interrelação da expressão de HIF-1α citoplasmática e nuclear. Conclusão: A proteína HIF-
1α é um potencial marcador prognóstico que pode proporcionar um maior entendimento das 
respostas celulares e sistêmica à hipóxia.
PALAVRAS - CHAVE: Câncer oral, HIF-1α, hipóxia, regiões organizadoras de nucléolos, 
marcador prognóstico.

EXPRESSION OF THE HIF-1α PROTEIN IN ORAL SQUAMOUS CELL 
CARCINOMA

ABSTRACT: Background: Oral cancer has a fast and unlimited potential for growth and can 
present hypoxic regions. The hypoxia-nducible factor (HIF) is one of the proteins involved in 
the regulation of hypoxia and an important prognostic marker in oral cancer. Aim: To analyze 
the expression of the HIF-1α protein and to relate the expression profile with the clinical 
and pathological characteristics of patients with oral cancer. Methods: For this, 37 samples 
of squamous cell carcinoma of the oral cavity were obtained, together with the clinical and 
pathological information. Histological slides were prepared from the samples for staining 
by AgNOR and for immunohistochemistry with anti-HIF-1α antibody. The counting data of 
nucleolus organizing regions and the pattern of expression of HIF-1α, were related to the 
clinical and pathological characteristics. Results: An association between clinical staging and 
degree of differentiation with positive expression of the HIF-1α protein was observed, where 
the highest scores were for patients with advanced staging. It was also possible to observe 
the interrelation of cytoplasmic and nuclear HIF-1α expression. Conclusion: The HIF-1α 
protein is a potential prognostic marker that can provide a better understanding of the cellular 
and systemic responses to hypoxia.
KEYWORDS: Oral cancer, HIF-1α, hypoxia, nucleolus organizing regions, prognostic marker.

1 | INTRODUÇÃO
Os tumores malignos de cabeça e pescoço afetam principalmente homens, entre 

a quinta e oitava década de vida, sendo mais comum os que acometem a cavidade oral 
(INCA, 2019). Dentre os tipos histológicos que ocorrem na cavidade oral, o carcinoma de 
células escamosas são responsáveis por 90% dos casos (SILVEIRA et al., 2012). E o atraso 
no diagnóstico da lesão leva a limitação da resposta ao tratamento, um pior prognóstico e 
diminuição da sobrevida (LYDIAAT, 2002).

O carcinoma de células escamosas é uma neoplasia maligna que se origina no 
epitélio de revestimento (BRENER et al., 2007), possuindo um potencial para crescimento 
rápido e ilimitado, logo, áreas de tecido hipóxico são comuns nesses tumores malignos, 
favorecendo a progressão do câncer e resistência à terapia. A hipóxia é um fator importante 
para a progressão tumoral, e os Fatores Induzíveis por Hipóxia (HIFs) e seus genes alvos, 
são as principais proteínas envolvidas na regulação da hipóxia (DE LIMA, 2014).

O HIF1 é uma proteína nuclear e um heterodímero, que é composto pelas 
subunidades HIF1α e HIF1β (WANG et al., 1995) e a subunidade alfa é um importante 
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marcador para o entendimento das respostas celulares e sistêmicas à hipóxia (CHINTALA 
et al., 2012). A atividade proliferativa pode estar diretamente relacionada ao aporte de 
oxigênio e nutrientes, assim a baixa tensão de oxigênio altera a homeostase celular, levando 
à ativação da proteína HIF-1α, cuja expressão é altamente regulada pela concentração de 
oxigênio (SEMENZA, 2003). Em tumores sólidos, como o carcinoma de células escamosas, 
a expressão de HIF-1α pode contribuir para a malignidade e comportamento agressivo 
(SANTOS et al., 2012).

Dessa forma, sabendo da importância da proteína HIF-1α na progressão tumoral, 
este estudo teve como objetivo analisar a expressão desta proteína e relacionar com as 
características clínicopatológicas de carcinoma de células escamosas da cavidade oral.

2 | METODOLOGIA

2.1 Casuística e amostras
Para este estudo, foram selecionadas 37 amostras de tecido tumoral, em blocos de 

parafina, de pacientes com carcinoma de células escamosas de cavidade oral, tratados 
no Instituto do Câncer Arnaldo Vieira de Carvalho, São Paulo, Brasil. Além disso, foram 
coletadas as informações clínicopatológicas. Dos blocos de parafina com as amostras 
foram realizados de cortes histológicos de três µ de espessura e depositados lâminas 
histológicas. 

2.2 Análise das Regiões Organizadoras de Nucléolos
As lâminas foram coradas com AgNOR (PLOTON et al., 1986). A análise das RONs 

foi realizada pela contagem de 100 células neoplásicas utilizando microscópio óptico com 
aumento de 100x sob imersão. No final na contagem, determinado a média de RONs.

2.3 Reação para imunomarcação da proteína HIF-1α
Para a recuperação antigênica foi utilizado solução de ácido cítrico pH 6,0 em 

forno micro-ondas. O bloqueio da peroxidase endógena foi realizado com a incubação em 
metanol e peróxido de hidrogênio (1:1) e o bloqueio de proteínas pela imersão das lâminas 
em solução de 3% de Leite Molico® em TRIS pH 7,4. O anticorpo primário anti-HIF-1α 
(1:200) foi aplicado e incubado em câmara úmida na geladeira overnight. A amplificação da 
reação foi realizada pela incubação anticorpo secundário por 30 minutos. Posteriormente, 
os cortes foram incubados com o cromógeno DAB (1:50) e depois lavadas com água 
destilada. Por fim, contra-coradas com hematoxilina. 

As lâminas foram analisadas e classificadas segundo o percentual de células 
coradas em: 0 (≤ 10%), 1 (11-30%); 2 (31-50%), 3 (51-75%) e 4 (> 75%); e pela intensidade 
de coloração em: 0 (negativa), 1 (fraca), 2 (moderada) e 3 (forte). As pontuações foram 
multiplicadas e com base no score final, cada amostra foi categorizada como expressão 
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negativa (0), positiva fraca (1 ≤ 6) ou positiva forte (> 6), seguindo a metodologia adaptada 
de Li et al. (2015). 

2.4 Estatística e aspectos éticos
Foram utilizados os teste Qui-quadrado e de Mann-Whitney para os testes 

de associação, com nível de confi ança de 95% e foram realizados no programa 
IBM SPSS Statistics 20. O estudo foi registrado e aprovado com os números CAAE: 
49091515.9.0000.5060 e CAAE: 49091515.9.3002.5471.

3 | RESULTADOS
Ao realizarmos a análise do padrão de expressão citoplasmática de HIF-1α 

e relacionarmos com as características clinicopatológicas e com o status da contagem 
de RONs, podemos observar uma associação da positividade de expressão com o 
estadiamento clínico e com o grau de diferenciação (p = 0.010; p = 0.050, respectivamente; 
Tabela 1). Não foi possível observar relação das demais características assim como do 
status RON com o padrão de expressão citoplasmática de HIF-1α.

Figura 1. Fotomicrografi a da expressão de HIF-1α no tumor com imunomarcação forte (A). 
Análise da expressão de HIF-1α de acordo com o estadiamento clínico dos pacientes com 

câncer oral.

Em relação ao padrão de expressão nuclear de HIF-1α, também foi possível observar 
uma associação do estadiamento clínico e do grau de diferenciação (p = 0.005; p = 0.019, 
respectivamente; Tabela 2). Observou-se ainda, que tanto para HIF-1α citoplasmática ou 
nuclear os maiores valores de score estavam entre os pacientes com estadiamento clínico 
avançado (p = 0.001; Figura 1).

Quando comparamos os scores de expressão citoplasmática de HIF-1α com a 
intensidade de expressão nuclear, observamos uma associação (p = 0.000), assim como 
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o inverso, do score de expressão nuclear pela intensidade citoplasmática (p = 0.002), 
ou seja, os padrões de expressão citoplasmática e nuclear de HIF-1α são estreitamente 
ligados (Figura 2).

Figura 2. Análise da expressão de citoplasmática de HIF-1α de acordo com a intensidade de 
expressão nuclear de HIF-1α (A) e da expressão nuclear de acordo com a intensidade de 

expressão citoplasmática (B).

Tabela 1. Análise da expressão citoplasmática de HIF-1α em carcinoma de células escamosas 
da cavidade oral.
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Tabela 2. Análise da expressão nuclear de HIF-1α em carcinoma de células escamosas da 
cavidade oral.

4 | DISCUSSÃO
Pesquisadores do mundo todo estudam incansavelmente formas de ajudar pacientes 

com câncer a terem um diagnóstico mais preciso, tratamentos mais efi cazes e uma 
qualidade de vida melhor durante o tratamento, para isso buscam marcadores tumorais 
que possam proporcionar um prognóstico mais assertivo para cada tipo de neoplasia. Em 
câncer oral, um dos marcadores estudados é a proteína HIF-1α.

Em nosso estudo, encontramos uma associação da positividade da expressão 
citoplasmática de HIF-1α com o estadiamento clínico e o grau de diferenciação tumoral. 
Segundo Burrows et al. (2010), uma intensa expressão de HIF-1α, principalmente nas 
lesões desdiferenciadas, estaria relacionada com uma pior taxa de sobrevida. Sabe-se 
ainda, que a expressão de HIF-1α pode estar associada ao estágio T, envolvimento de 
linfonodos, diferenciação histológica e densidade de microvasos (ZHU et al., 2010).

Outro fato conhecido, é que a imunoexpressão nuclear de HIF-1α seria mais 
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fortemente evidenciada nas neoplasias orais e que a imunomarcação dessa proteína teve 
uma relação significativa de acordo com o tamanho do tumor, metástase para linfonodos 
cervicais e estadiamento clínico da lesão, sugerindo que a expressão de HIF-1α exerce um 
papel importante da carcinogênese oral, viabilizando seu uso como um recurso na predição 
da taxa de sobrevida e da progressão tumoral (ECKTER et al., 2010).

Observamos ainda, que o aumento da expressão de HIF-1α esteve associado ao 
estadiamento clínico, e estudos anteriores demonstraram que quanto maior a classificação 
do estadiamento, pior o prognóstico do paciente (UICC, 2019). Ainda, de acordo com 
Kurokawa et al. (2003), superexpressão de HIF-1α aumentou com o estadio do tumor, 
além de estar correlacionada com a profundidade da invasão do tumor, metástases de 
linfonodos, metástases a distância, estágio pTNM e invasão linfática.

Outra observação importante foi uma interrelação do aumento de expressão 
citoplasmática e nuclear de HIF-1α, ou seja, mais forte a intensidade de expressão nuclear 
de HIF-1α, maior o score da expressão citoplasmática de HIF-1α e o inverso é verdadeiro. 
A ativação da HIF-1α pode começar através de diferentes proteínas se ligando aos seus 
receptores na membrana nuclear (FERNÁNDEZ-TORRES et al., 2017).  O sítio ativo dessa 
proteína é um domínio de degradação dependente de oxigênio (ODDD), atuando como 
um sensor de oxigênio (GORLACH, 2009). Um estímulo celular externo desencadeia uma 
cascata de vias de sinalização no interior da célula, que induz a expressão de HIF-1α 
(FUKUDA et al., 2002), mas sob condições de hipóxia, a atividade das propril-hidroxilases 
(PHD) diminui, estabilizando a HIF-1α e com isso, havendo acúmulo no citoplasma para ser 
fosforilada. Uma vez fosforilada, a HIF-1α transloca-se para o núcleo, formando o complexo 
HIF-1α/ HIF-1β, que se liga a uma sequência de DNA específica, expressando a proteína 
HIF-1α (ZHANG, 2015).

Além disto, a expressão de HIF-1α exerce efeito significativo na progressão 
tumoral, devido a isso, pacientes com alta expressão de HIF-1α apresentam uma taxa de 
sobrevida 3,49 vezes menor quando comparada a neoplasias com baixa expressão dessa 
proteína (OLIVEIRA et al., 2011). Acredita-se que a expressão de HIF-1α, venha a ser um 
determinante para o fenótipo tumoral, sugerindo que seja um indício de fenótipo maligno 
com maior potencial de agressividade (ECKTER et al., 2012).

5 | CONCLUSÃO
Com este estudo, verificamos uma associação entra a expressão da proteína HIF-

1α com estadiamento clínico e grau de diferenciação, além de demonstrar uma interrelação 
do aumento de expressão citoplasmática e nuclear de HIF-1α.
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