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Almeida AÁ. Expressão dos genes CYP1A1, CYP1B1, CYP2A6 e CYP2E1 em 
fumantes com câncer bucal [tese]. São José dos Campos (SP): Universidade 
Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciência e Tecnologia; 2018. 

 
 

RESUMO 
 
 

Os carcinógenos do tabaco estão relacionados a diversos tipos de câncer incluindo 
o carcinoma de células escamosas (CCE) bucal. Aliado ao álcool, o tabaco contribui 
para o desfecho desfavorável destes casos. A susceptibilidade individual ao câncer 
pode estar relacionada a expressão das enzimas que metabolizam tais 
carcinógenos. O objetivo deste trabalho é avaliar a expressão dos genes CYP1A1, 
CYP1B1, CYP2A6 e CYP2E1 no CCE bucal por meio de qPCR. Foram coletadas 
amostras de 32 indivíduos com CCE e de 15 controles submetidos a cirurgias bucais 
por lesões benignas. Foram constituídos quatro grupos: Grupo CCE fumante (n=26), 
Grupo CCE não fumante (n=6), Grupo controle fumante (n=9) e Grupo controle não 
fumante (n=6). O Teste de Fagerström para Dependência a Cigarros (TFDC) foi 
usado para avaliar a DN (DN) e AUDIT para avaliação do consumo de etílicos. 
Houve diminuição da expressão do gene CYP1B1 nos casos de CCE comparados 
aos controles. Foram encontradas diferenças estaticamente significativas de 
expressão gênica de CYP1B1 entre os Grupos CCE fumante e controle fumante 
(p=0,0018), Grupo CCE não fumante e controle não fumante (p=0,0079) e CCE 
fumante com CCE não fumante (p=0,0385) e entre os quatro grupos (p<0,0001). 
Houve diminuição da expressão do CYP2A6 no Grupo CCE fumante em relação ao 
Grupo controle, mas apenas um paciente do Grupo controle expressou este gene. 
Houve aumento da expressão de CYP2E1 entre os Grupos CCE fumante e controle 
fumante (p=0,0424). Concluindo, foi encontrada grande variabilidade interindividual 
no estudo da expressão dos genes estudados. Houve maior expressão de CYP1A1 
e CYP2E1 em amostras de indivíduos fumantes com CCE. Os genes CYP1B1 e 
CYP2A6 estavam menos expressos no Grupo CCE fumante em relação ao Grupo 
controle. Para os genes CYP1B1 e CYP2E1 foram encontrados valores significativos 
na correlação entre a expressão gênica e parâmetros demográficos e de perfil 
tabágico no Grupo controle fumante, e do AUDIT no Grupo CCE não fumante. O 
gene CYP2E1, além de estar relacionado ao metabolismo do álcool, também deve 
ser considerado importante marcador do metabolismo dos carcinógenos derivados 
do tabaco.  
 
	
Palavras-chave: Tabagismo. Mucosa bucal. Carcinoma de células escamosas. 
Carcinogênese. Citocromo P450.  



 

	 	 	
	

Almeida AÁ. Expression of CYP1A1, CYP1B1, CYP2A6 and CYP2E1 in smokers 
with oral cancer [doctorate thesis]. São José dos Campos (SP): São Paulo State 
University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2018. 

 
 

ABSTRACT 
 
 

Tobacco carcinogens are related to various types of cancer, including oral squamous 
cell carcinoma (OSCC). Allied to alcohol, tobacco contributes to the unfavorable 
outcome of the cases. Individual cancer susceptibility may be related to an 
expression of the enzymes that metabolize such carcinogens. The aim of this work is 
to evaluate the expression of the genes CYP1A1, CYP1B1, CYP2A6 and CYP2E1 
on OSCC by qPCR. Samples were collected from 32 individuals with OSCC and 15 
controls submitted to oral surgeries due to benign lesions. There were four groups: 
Smoker SCC group (n = 26), nonsmoker SCC group (n = 6), Smoker control group (n 
= 9) and nonsmoker control group (n = 6). The Fagerström Test for Cigarette 
Dependence (TFCD) was used to evaluate nicotinic dependence (ND) and AUDIT for 
the evaluation of alcohol consumption. There was a decrease in CYP1B1 gene 
expression in cases of SCC compared to controls. (P = 0.0018); smoker CCE and 
non-smoker control (p = 0.0079); smoker SCC with nonsmoker SCC (p = 0.0385) 
and between the four groups (p <0.0001). There was a decreased expression in 
CYP2A6 in the smoker SCC Group compared to the control group, but only one 
control group patient expressed this gene. There was an increased expression of 
CYP2E1 between the smoking and nonsmoking SCC groups (p = 0.0424). In 
conclusion, large interindividual variability was found in the study of the expression of 
the genes studied. There was greater expression of CYP1A1 and CYP2E1 in 
samples from smokers with SCC. The CYP1B1 and CYP2A6 genes were less 
expressed in the smoker SCC Group. Significant values were found for the CYP1B1 
and CYP2E1 genes in the correlation between a gene expression and a parameter 
and a non-smoker control group, non-smoker control group and AUDIT. The CYP2E1 
gene, besides being related to alcohol metabolism, should also be considered an 
important marker of the metabolism of the carcinogens derived from tobacco. 
 
 
Keywords: Tobacco use disorder. Mouth mucosa. Squamous cell carcinoma. 
Carcinogenesis. Cytochrome P450. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Em 2015, a Organização Mundial de Saúde (OMS) estimou que dentre as 56 

milhões de mortes ocorridas em todo o mundo, 40 milhões (70%) foram em 

decorrência de doenças não comunicáveis, onde o câncer ocupa o segundo lugar 

com 8,8 milhões de mortes (22%) (World Health Organization, 2017a). O número de 

casos novos aumentará em 70% nos próximos 20 anos chegando a mais de 20 

milhões de mortes. O tabagismo é o fator de risco mais importante sendo o 

responsável por 70% das mortes por câncer de pulmão e 20% dos demais tipos de 

câncer (World Health Organization, 2011, 2015). Em relatório publicado pela OMS 

em 2017 o tabagismo foi considerado importante fator de risco não somente para 

alguns tipos de câncer, como também para as doenças respiratórias, as quais 

ocupam a terceira posição entre as doenças crônicas não transmissíveis sendo 

responsável por cerca de 3,9 milhões de mortes registradas no ano de 2015 (World 

Health Organization, 2017b). 

Em todo o mundo, as neoplasias malignas da região de boca, faringe e 

laringe estão entre as mais frequentes, sendo o carcinoma de células escamosas 

(CCE) o tipo histológico encontrado em mais de 90% dos casos (World Health 

Organization, 2017b). 

No Brasil, a questão do câncer está associada ao aumento da expectativa 

de vida da população passando para o centro das atenções como parte das doenças 

crônicas não transmissíveis. Para 2015 foram estimados 600 mil novos casos, 

incluindo os casos de pele não melanoma (Instituto Nacional do Câncer, 2018). 

Ainda neste cenário, e não menos preocupante, o tabagismo é a principal causa de 

morte evitável em todo o mundo, com consequências devastadoras sobre a saúde, o 

meio ambiente e a economia mundial, além de ser responsável por um crescente 

número de mortes prematuras, incapacidade e perda de anos de vida tanto para 

fumantes ativos, quanto para ex-fumantes (World Health Organization, 2011, 2012; 

Pinto et al., 2017).  

Em nosso país, dados demostram que o uso do tabaco é responsável por 

428 mortes por dia ou 156 mil por ano, representando 12,6% de todas as mortes no 

país. O custo com despesas médicas e perda de produtividade devido ao tabagismo 
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é de cerca de 57 bilhões de reais ao ano (Pinto et al., 2017).  

O tabaco pode ser consumido em diversas formas, todavia, o cigarro 

industrializado é o mais consumido mundialmente. Entre as mais de cinco mil 

substâncias encontradas na fumaça do cigarro, a nicotina é a responsável pelo 

caráter aditivo atuando como substância psicoativa no Sistema Nervoso Central 

(Fiore, 2008; Benowitz, 2010). 

O câncer é resultado de mutações que acontecem espontaneamente ou por 

ação de vários componentes mutagênicos, especialmente aqueles encontrados no 

tabaco e no álcool, sobre mecanismos de metabolização dos carcinógenos, reparo e 

lesão do ácido desoxirribonucleico (DNA) e controle do crescimento celular (Scully, 

2011). Os carcinógenos do tabaco e do álcool, aos quais os seres humanos estão 

expostos, precisam ser ativados em uma fase oxidativa ou também chamada Fase I 

(Rendic, Guengerich, 2012). 

A família de enzimas de Fase I pode participar da ativação ou detoxificação 

de diferentes substâncias em metabólitos intermediários ou carcinógenos (Figura 1). 

Estas enzimas são importantes na ativação de hidrocarbonetos aromáticos 

policíclicos (HAP) e aminas aromáticas policíclicas, além da metabolização de 

produtos endógenos como colesterol e vitamina D (Kamataki et al., 2005).  

Os principais grupos de carcinógenos derivados do tabaco são os HAP, as 

nitrosaminas e as aminas aromáticas. Todos estes componentes são metabolizados 

pelas enzimas da família do Citocromo P450 (P450) (Kamataki et al., 2005; Scully, 

2011; Rendic, Guengerich, 2012). A família P450 é responsável por 66% do 

metabolismo e bioativação de carcinógenos, sendo que seis enzimas, CYP1A1 

(20%), CYP1A2 (17%), CYP1B1 (11%), CYP2A6 (8%), CYP2E1 (11%) e CYP3A4 

(10%) respondem por 77% de todo o metabolismo deste grupo, tornando-as alvo de 

interesse científico. Quando falamos sobre o processo de eliminação de substâncias 

tóxicas, estas enzimas são responsáveis por apenas 14% das detoxicações de 

carcinógenos, o que justifica a importância de seu estudo na ativação dos mesmos 

(Rendic, Guengerich, 2012). 

O CYP1A1 e o CYP1B1 são enzimas responsáveis pela metabolização de 

HAP, das nitrosaminas, incluindo as específicas do tabaco, de estrógenos e de 

alguns quimioterápicos. Em pulmões de fumantes a expressão dos genes 

mencionados é aumentada pela fumaça do cigarro (Rendic, Guengerich, 2010).  
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O gene CYP2A6 codifica uma enzima responsável pelo metabolismo tanto 

das nitrosaminas do tabaco, quanto da quase totalidade da nicotina. Esta 

característica o torna um importante marcador para estudos de DN (Benowitz, 2010). 

O etanol é metabolizado pelas enzimas codificadas pelo gene CYP2E1 (Di et 

al., 2009; Scully, 2011; Khlifi et al., 2013; Lin et al., 2013; Choudhury et al., 2015; 

Moorthy et al., 2015; Kaminagakura et al., 2016). O álcool facilita a penetração dos 

carcinógenos na mucosa bucal por comportar-se como um solvente e induz, por sua 

vez, a expressão da enzima CYP2E1 (Kaminagakura et al., 2016). 

Os genes CYP1A1, CYP1B1, CYP2A6 e CYP2E1 foram avaliados pela 

técnica de qPCR em inúmeros estudos de expressão gênica e câncer em diversos 

órgãos incluindo mama, esôfago, pulmão, nasofaringe, próstata, cérebro e câncer de 

colo retal, todavia, não foram encontrados, até o presente momento, estudos em 

câncer bucal com esta técnica (Rendic, Guengerich, 2010).  

A intensidade e o tempo da exposição ao tabaco, aliado aos fatores 

genéticos individuais podem colaborar para o desenvolvimento, evolução ou 

influenciar o prognóstico de uma neoplasia maligna. A possibilidade de utilização de 

marcadores genéticos contribuiria para o diagnóstico precoce das neoplasias 

malignas principalmente em pacientes de risco (Li et al., 2011; Lin et al., 2013; 

Choudhury et al., 2015). 

O estadiamento do câncer segue a classificação Tumor Node Metastasis 

(TNM). A oitava edição do estadiamento TNM para os tumores bucais foi modificada 

com a inclusão do parâmetro de profundidade da lesão à classificação do tamanho 

tumoral (T). Em relação a metástase regional (N) foi acrescentado o parâmetro de 

extensão extra nodal (ENE) para melhora do estadiamento da doença no pescoço 

(Huang, O’Sullivan, 2017; Lydiatt et al., 2017).  

O Brasil tem se destacado no controle do tabagismo nas últimas décadas 

com significativa queda no número de fumantes (Brasil, 2017). Todavia, o tabagismo 

permanece como fator de risco de grande importância. O estudo da expressão dos 

genes metabolizadores dos carcinógenos do tabaco em amostras de carcinoma 

bucal pode confirmar a relação de causa-efeito entre tabaco e o câncer. 

A ampla variabilidade de padrões genéticos de expressão dos genes 

metabolizadores de fase I pode trazer resultados surpreendentes, mesmo quando o 

fator de risco, quer seja tabaco e/ou álcool, e a consequência, câncer bucal seja 



17 

 
 

aparentemente óbvia.  

Em virtude da escassa literatura em relação à expressão dos genes da 

família P450 nas neoplasias malignas bucais, o objetivo deste estudo é avaliar a 

expressão destes genes metabolizadores dos carcinógenos do álcool e do tabaco no 

CCE bucal. A hipótese deste estudo é a maior expressão dos referidos genes nas 

amostras de pacientes fumantes quando comparados a não fumantes com câncer 

bucal. 

 

 

Figura 1 – Esquema de ação de enzimas de Fase I e de Fase II 

 
 

Legenda: esquema das fases de metabolização de carcinógenos e xenobióticos por enzimas de Fase 
I, compostas pela Família Citocromo P450, e Fase II, compostas pelas Glutathione-S-transferases 
(GSTs) e N-acetyl-transferases (NATs) e os principais genes metabolizadores de carcinógenos do 
tabaco e álcool avaliados neste estudo. 
Fonte: Adaptado do texto de Kamataki et al. (2005). 
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2 PROPOSIÇÃO 
 

 

O objetivo deste trabalho é avaliar a expressão gênica dos genes CYP1A1, 

CYP1B1, CYP2A6 e CYP2E1 em amostras de carcinoma de células escamosas 

bucal de pacientes fumantes e não fumantes analisando a correlação clínica entre 

perfil tabágico, expressão gênica e o estadiamento da doença comparado à 

expressão em mucosa sem alteração. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética Envolvendo Seres 

Humanos (CEPH) do Instituto de Ciências e Tecnologia (ICT-UNESP) (ANEXO A), 

sob CAAE de nº 42387315.0.0000.0077, como local proponente, tendo sido 

analisado em todos os centros participantes. 

Este projeto recebeu auxilio pesquisa FAPESP: 2016/08633-0.  

 

 

3.1 Seleção da amostra 
 

 

Após serem esclarecidos sobre a proposição e condições deste trabalho, os 

pacientes que aceitaram participar da pesquisa assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APÊNDICE A). 

Todos os pacientes foram submetidos a exame clínico extra e intra-bucal e 

responderam a questionário sob forma de entrevista, com indagações sobre 

frequência e quantidade consumida de cigarros e bebidas alcoólicas. Nos casos de 

pacientes com CCE as informações sobre o estadiamento clínico (TNM) e 

tratamento oncológico foram coletados do prontuário médico. Os dados obtidos 

foram anotados em uma ficha de coleta (APÊNDICE B). 

Foram considerados critérios de não inclusão: pacientes que já foram 

submetidos a qualquer tipo de tratamento oncológico, quer seja cirurgia, radio ou 

quimioterapia em qualquer órgão ou sistema, bem como casos de CCE de lábio. 

 
 

3.1.1 Grupo 1 – CCE 
 

Foi constituído por pacientes consecutivos que deram entrada para 

diagnóstico e tratamento no Serviço de Cirurgia de Cabeça e Pescoço do Hospital 

Municipal José Carvalho de Florence na cidade de São José dos Campos/SP, do 

Hospital e Maternidade Celso Pierro da Pontifícia Universidade Católica de 
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Campinas/SP (PUC-Campinas) e do Hospital Municipal Mário Gatti de 

Campinas/SP, com diagnóstico de CCE bucal com idade acima de 18 anos. 

Para as análises de perfil tabágico e expressão gênica os casos de CCE 

foram subdivididos quanto ao uso de cigarros em dois grupos: Grupo CCE fumante e 

Grupo CCE não fumante. 

 

 

3.1.2 Grupo 2 – Controle 
 

 

Foi constituído por pacientes consecutivos, pareados por semelhança de 

idade, sexo e exposição a tabaco e álcool aos pacientes com CCE, não tabagistas, 

tabagistas ou ex-tabagistas, que apresentaram algum tipo de lesão cirúrgica benigna 

bucal e que foram submetidas à biópsia, em atendimento no ambulatório da 

Disciplina de Propedêutica Estomatológica do Departamento de Biociências e 

Diagnóstico Bucal do Instituto de Ciências e Tecnologia (ICT-UNESP) ou Hospital 

Municipal José Carvalho de Florence, todos eles em São José dos Campos/SP, 

além do serviço de odontologia da Prefeitura Municipal de São Sebastião. 

Para as análises de perfil tabágico e expressão gênica os controles foram 

subdivididos quanto ao uso de cigarros em dois grupos: Grupo controle fumante e 

Grupo controle não fumante. 

 

 

3.2 Avaliação do grau de dependência de nicotina e perfil tabágico 
 

 

A avaliação da DN foi realizada por meio do Teste de Fagerström para 

Dependência a Cigarros (TFDC), que é composto por seis questões que são 

pontuadas segundo as respostas. De acordo com a pontuação obtida, os pacientes 

foram alocados em cinco categorias em relação à DN: muito baixa (0 a 2 pontos), 

baixa (3 a 4 pontos), moderada (5 pontos), elevada (6 a 7 pontos) e muito elevada (8 

a 10 pontos) (Heatherton et al., 1991; Fagerström, 2012) (APÊNDICE C). 

Na análise do perfil tabágico foram incluídas perguntas referentes ao 
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consumo atual, idade de início, tipo de cigarro, quantidade e tempo de uso. A 

quantificação da carga tabágica foi feita com o cálculo de maços/ano (Pack-years) 

que é o número de cigarros fumados por dia, dividido por vinte e multiplicado pelo 

número de anos que o indivíduo fumou (Reichert et al., 2008). 

Para o consumo de tabaco foram consideradas as seguintes definições de 

acordo com Reichert et al. (2008): 

	

- Fumantes ou tabagistas ativos: os indivíduos que fumaram no mínimo 100 

cigarros na vida e que, durante a entrevista, permaneciam fumando 

diariamente ou ocasionalmente; 

- Não fumantes: os indivíduos que nunca fumaram ou fumaram menos que 

100 cigarros na vida e que não estavam fumando no momento da 

entrevista; 

- Ex-fumante, os indivíduo que fumaram no mínimo cem cigarros na vida e 

que não estavam fumando no momento da entrevista. 

	

Para fins de análise dos níveis de expressão gênica e de exposição aos 

carcinógenos do tabaco durante a vida, os indivíduos ex-fumantes foram alocados 

no Grupo fumante. Esta ação se justifica pela definição de “leito cancerizável” que é 

aplicada a todos os indivíduos que mesmo após a cessação tabágica permanecem 

com risco do surgimento de um câncer em tecido previamente exposto a 

carcinógenos (Kelloff et al.,1993). 

 

 

3.3 Avaliação do consumo de álcool 
 
 
Foram feitas perguntas sobre uso regular de etílicos. Foi utilizado para 

avaliar o consumo de risco pelo uso do álcool o Alcohol Use Disorder Identification 

Test (AUDIT) (ANEXO B). 

O AUDIT é composto por 10 questões pontuadas que identificam quatro 

padrões de consumo de álcool: uso de baixo risco (provável ausência de problemas 
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devido ao consumo), uso de risco (provável presença de problemas devido ao 

consumo), uso nocivo (provável existência de problemas devido ao consumo) e 

provável dependência (Quadro 1) (Moretti-Pires, Corradi-Webster, 2011). 

 

Quadro 1 – Classificação do nível de risco do uso do álcool segundo o AUDIT 
 

Pontuação do AUDIT Nível de Risco 

0 a 7 Consumo de Baixo Risco 

8 a 15 Uso de Risco 

16 a 19 Uso Nocivo 

20 a 40 Provável Dependência 
Fonte: Universidade Estadual Paulista, 2017. 

 

 

3.4 Coleta das amostras  
 

 
As amostras foram coletadas de mucosa bucal da seguinte forma:  

 

A. Lesão de CCE bucal: 

 

I. Biópsia incisional diagnóstica: 

- Retirado fragmento de 0,5 X 0,5 X 0,5 cm da lesão em transição da 

neoplasia com borda sadia após anestesia com lidocaína 2% com 

vasoconstritor do tipo loco regional. 

II. Procedimento cirúrgico, sob anestesia geral: 

- Após a retirada da peça cirúrgica foi coletada uma amostra da 

neoplasia em área central da lesão friável e sangrante, sem sinais 

macroscópicos de necrose, de aproximadamente 0,5 X 0,5 X 0,5 cm. 

 

B. Para as amostras controle: 

 

- Foi realizada durante procedimento cirúrgico de lesão benigna com 

anestesia com bloqueio loco regional em mucosa bucal com 
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anestésico bupivacaína 0,5%. 

- A seguir, realizado procedimento cirúrgico de lesão, sendo colhido 

material de igual dimensão em borda ao redor da lesão, considerado 

tecido sadio. 

 

Todas as amostras foram lavadas em solução fisiológica 0,9% e 

armazenadas em frasco Eppendorff com 0,5 ml da solução Allprotect tissue reagent 

(Qiagen, CA. USA) overnight à temperatura de 4º C, e após este período, a -80º C 

no laboratório de Microbiologia do ICT-UNESP. 

 

O esquema das atividades laboratoriais está representado na figura 2. 

 

 

Figura 2 – Esquema das atividades desenvolvidas no laboratório 

	

 
Fonte: Elaborada pelo autor.  

 

 

3.5 Extração e quantificação do RNA 
 
 
Foi realizada a extração de RNA de uma amostra de tecido (fígado) (técnica 

descrita no tópico 3.7) que usualmente expressa os genes alvos, para utilização na 

avaliação das curvas de eficiência dos primers. Todas as amostras foram avaliadas 
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quanto à pureza e qualidade do RNA por meio da adição de 1 microlitro (µL) de RNA 

para medir a absorbância a 260 (A260) e 280 (A280) nm no NanoDrop® 2000 

spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA). A 

proporção A260/A280 estava entre 1,8 e 2,0 e para A260/A230 apresentava valores 

próximos de 1,2.  
 

 

3.6 Escolha dos genes estudados 
 
 
As enzimas da família CYP P450 são altamente polimórficas, variando sua 

prevalência entre as diversas populações. Devido aos diversos cruzamentos entre 

os três principais grupos étnicos responsáveis pela colonização brasileira (europeus, 

índios e africanos) a prevalência destes polimorfismos é muito baixa em nosso país 

(Vasconcelos et al., 2005). Por este motivo optamos pela escolha de os quais se 

apresentam mais prevalentes (Vasconcelos et al., 2005; Rossini et al., 2006; 

Marques et al., 2006). 

 

 

3.7 Análise da expressão gênica 
 

 

Para avaliação da expressão gênica foi realizada extração de RNA total dos 

fragmentos teciduais coletados e que estavam conservados em freezer -80°C em 

solução conservante Allprotect Tissue Reagent. Após serem retiradas do freezer e 

lavadas com água DNA free water o material foi colocado em um cadinho de 

porcelana e adicionado nitrogênio líquido onde se processou a trituração da amostra 

de tecido com o auxílio de um pistilo. 

A seguir, após a liofilização do tecido, as amostras foram então 

centrifugadas a 12.000 rpm, durante 15 min e a 4°C. Após a remoção do 

sobrenadante, o pellet celular foi processado, incubando-se por 10 min com 1 ml de 

TRIzol kit (Ambion, Inc., Carlsbad, CA, USA), posteriormente à homogeneização. Foi 
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adicionado 200 µL de clorofórmio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), agitando-se 

vigorosamente com a mão por 15 s e incubando-se por 15 min. O conteúdo foi 

centrifugado a 12.000 rpm, por 15 min e a 4ºC. A fase aquosa foi transferida para um 

novo tubo, evitando tocar na interface. Foram adicionados 500 µL de álcool 

isopropílico 100% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) agitando-se, gentilmente, por 

inversão, incubando-se por 10 min e centrifugando-se a 12.000 rpm, por 15 min e a 

4°C. O sobrenadante foi desprezado. Foi adicionado 1 ml de álcool etílico 75% 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), agitando-se no vórtex e centrifugando-se a 

12.000 rpm, por 10 min e a 4ºC. O sobrenadante foi removido e o pellet secado a 

temperatura ambiente por 10 min. Após esse procedimento, foi adicionado 20 µL de 

RNA Storage buffer (Ambion Inc., Carlsbad, CA, USA) e incubado a 55ºC por 10 

min. Um microlitro de RNA foi usado para medir a absorbância a 260 (A260) e 280 

(A280) nm no NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc., 

Wilmington, DE, USA) para cada amostra. 

O RNA total extraído foi tratado com DNase I (Turbo DNase Treatment and 

Removal Reagents - Ambion Inc., Carlsbad, CA, USA) utilizando 2 µg do RNA obtido 

pela extração. Depois foi adicionado 1 µL de Reaction Buffer, 2 µL de DNase I e 

água livre de nuclease até o volume de 10 µL; homogeneizado no vórtex e 

centrifugado brevemente. Foi incubado em termociclador a 25°C por 15 min. Em 

seguida, foi adicionado 1 µL de EDTA e homogeneizado com a pipeta. Finalmente, 

incubado a 65°C por 10 min. 

Após o tratamento com DNase I, 1µg de RNA foi transcrito a cDNA 

utilizando-se o Kit SuperScript® III First-Strand Synthesis SuperMix for qRT 

(Invitrogen, Carlsbad, USA). Foi adicionado Enzima mix (contendo Rnase Out e 

Superscript III), Reaction mix (2,5 µM), random hexamers (2,5 ng/µL), solução de 

RNA e água livre de nuclease para um volume final de 20 µL. O produto da reação 

foi incubado no termociclador a temperatura de 50°C por 5 min, 50°C por 50 min e 

85°C por 5 min. O cDNA resultante foi armazenado a -20°C até sua utilização. 

Inicialmente foram testados três genes de referência, ACTB (beta actina), 

GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), e TUBA1C (tubulin, alpha 

1c), porém ao final foi selecionado o TUB1AC com maior compatibilidade pela 

amostra, pois a eficiência de amplificação (E) dos genes alvo e do de referência 
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escolhido deveriam ser aproximadamente iguais. A E pode variar idealmente entre 

90% e 100% (-3.6 > slope > -3.1). Esta foi determinada por meio da equação:  

 
E = (10 –1/slope –1) × 100 

 

Para cada iniciador foi realizada uma curva padrão absoluta com a finalidade 

de calcular o E. As médias dos valores de Cycle Threshold (Ct) foram utilizadas para 

calcular a expressão dos genes alvo com normalização dos genes de referência. O 

Ct é o ponto correspondente ao número de ciclos a partir do qual a amplificação 

atinge um dado limiar que permite a análise quantitativa da expressão do gene alvo 

avaliado. Os resultados foram obtidos como valores relativos da expressão gênica, 

com base na fórmula 2-ΔΔCT (Livak, Schmittgen, 2001) em comparação ao gene de 

referência, previamente selecionado, e que resulta em valor 1.  

As sequências dos iniciadores foram confirmadas no site do NCBI/Gene 

Bank, as quais foram específicas para a espécie homo sapiens e homologia. O 

método qPCR avaliou a quantidade do produto cDNA na fase exponencial da reação 

de amplificação. Para o sistema de detecção, foi utilizado o fluoróforo SYBR® Green 

(Kit Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG Invitrogen, Carlsbad, USA). 

A qPCR foi realizada adicionando-se 10 µL de Kit Platinum® SYBR® Green 

qPCR SuperMix-UDG, 1 µL de ROX (corante de referência), 0,5 µL de primer 

foward, 0,5 µL de primer reverse, 4µL de cDNA diluído (1:5) e água DEPEC livre de 

RNAase/DNAase para atingir o volume final de 25 µL; com posterior incubação no 

aparelho StepOnePlus™System (Applied Biosystems, Framingham, MA, USA). As 

condições de amplificação foram: 50°C por 2 min, seguido de 95°C por 2 min e mais 

40 ciclos de 95°C por 15 s, seguidos por 30 s a 60°C. 

A detecção da fluorescência no fim da etapa de cada ciclo da qPCR permitiu 

a monitoração da quantidade crescente de cDNA amplificado, sendo os dados 

obtidos analisados no software do equipamento de qPCR. A sequência dos primers 

dos genes avaliados, bem como dos genes de referência pode ser observada no 

quadro 2. 

Foram realizados testes de eficiência dos primers (Bustin et al., 2009) e 

padronização da quantidade de cDNA, concentração e temperatura de anelamento 

dos primers. Todos os iniciadores designados para o experimento apresentaram 
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uma eficiência entre 95 e 154%. O padrão teórico de eficiência é de até 100% que 

indica que o material analisado duplicou a cada ciclo. 

 

Quadro 2 – Sequência de primers escolhidos para o estudo 

	

Genes Nome do 
oligonucleotídeo 

Sequência dos primers 

Forward Reverse 

Genes 

estudados 

CYP1A1 CTTCCGACACTCTTCCTTCG GGTTGATCTGCCACTGGTTT 

CYP1B1 CAGGCAGAATTGGATCAGGT CATAAAGGAAGGCCAGGACA 

CYP2A6 GAGACGTGATCCCCATGAGT GGTACACTTCGGTGCCCTTA 

CYP2E1 CGTGGAAATGGAGAAGGAAA TTGTGCTGGTGGTCTCTGTC 

Genes de 

referência 

ACTB CCAACCGCGAGAAGATGAC GCCGATCCACACGGAGTACT 

GAPDH CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC TTGACTCCGACCTTCACCTT 

TUBA1c CCGGGCAGTGTTTGTAGACT TTGCCTGTGATGAGTTGCTC 

Fonte: Elaborado pelo autor.  
 

 

3.8 Análise estatística 
 
 
Todos os resultados foram correlacionados com os dados clínicos e com os 

dados de consumo de tabaco. 

Para a análise dos dados não paramétricos como a comparação da 

expressão gênica entre os grupos foram utilizados os testes de Mann-Whitney (dois 

grupos) e Kruskal-Wallis (3 ou mais grupos). 

Para correlação da expressão gênica com dados gerais da amostra foi 

utilizada correlação de Pearson. 

A comparação entre porcentagens e a associação entre álcool e tabaco foi 

feita por meio do teste Exato de Fisher. 

Em todos os testes foi adotado nível de significância de 5%. 
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4 RESULTADOS 
	

	

Os resultados estão apresentados abaixo segundo os itens 4.1: 

Caracterização da amostra, 4.2: Expressão Gênica, 4.2.1: CYP1A1, 4.2.2: CYP1B1, 

4.2.3: CYP2A6 e 4.2.4: CYP2E1. 

 

 
4.1 Caracterização da Amostra 
 

 
Ao todo foram coletadas 60 amostras (37 de CCE e 23 de controles). A 

amostra final foi composta por 47 indivíduos, sendo 31 homens e 16 mulheres, 

divididos em quatro grupos (Figura 2).  

 

 
Figura 3 – Fluxograma esquemático com os componentes da amostra 

	

 
Fonte: Elaborada pelo autor.  

 

  

As variáveis demográficas e de perfil tabágico dos 35 indivíduos fumantes dos 

dois grupos avaliados encontra-se descritos na tabela 1. 

 

Grupo CCE - 32 indivíduos 

Fumantes 

26 indivíduos 

21 H 5 M 

Não fumantes  

6 indivíduos 

2 H 4 M 

Grupo controle - 15 indivíduos 

Fumantes 

9 indivíduos 

6 H 3 M 

Não fumantes  

6 indivíduos 

2 H 4 M	
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Tabela 1 – Descrição das variáveis e perfil tabágico dos casos de CCE e controles 

fumantes 
	

Variáveis Grupo CCE fumante Grupo controle fumante 

n 26 9 

Sexo   

- Homens 21 6 

- Mulheres 5 3 

Idade, anos 58,6 ± 12,7 54,6 ± 11,2 

- Homens 57,9 ± 10,0 (39 – 80) 55,8 ± 9,8 (37 – 65) 

- Mulheres 61,4 ± 22,1 (28 – 88) 52,0 ± 15,7 (34 – 63) 

Inicio uso do tabaco, anos 17,5 ± 7,0 15,9 ± 5,4 

- Homens 16,9 ± 6,6 (5 – 31) 14,5 ± 2,8 (9 – 6) 

- Mulheres 20 ± 8,8 (9 – 30) 18,7 ± 9,0 (13 – 29) 

Tempo de uso, anos 37,2 ± 15,7 34,2 ± 9,7 

- Homens 39,2 ± 14,4 (16 – 63) 37,5 ± 9,7 (21 – 48) 

- Mulheres 28,8 ± 19,6 (7 – 57) 27,7 ± 6,8 (20 – 33) 

Quantidade de cigarros fumados/dia 23,9 ± 9,5 31,1 ± 20,1 

- Homens 26,1 ± 8,6 (10 – 40) 38,3 ± 17,2 (20 – 60) 

- Mulheres 14,6 ± 7,8 (3 – 20) 16,7 ± 20,2 (4 – 40) 

Carga tabágica, maços/ano 44,5 ± 27,6 57,7 ± 41,9 

- Homens  50,7 ± 26,5 (10,5 – 126) 73,5 ± 37,8 (21 – 110) 

- Mulheres 18,4 ± 13,9 (3,5 – 39) 26,2 ± 34,5 (7,5 – 66) 

Fumantes ativos 18 indivíduos 7 indivíduos 

- Homens 16 5 

- Mulheres 2 2 

Teste de Fagerström,  pontos 5,3 ± 2,2 5,5 ± 2,3 

- Homens 5,7 ± 1,8 5,5 ± 2,4 

Baixa a moderada (0 – 5 ) 9 3 

Elevada a muito elevada (6 – 10) 12 3 

- Mulheres 3,6 ± 3,0 3,0 ± 2,0 

Baixa a moderada (0 – 5 ) 3 3 

Elevada a muito elevada (6 – 10) 2  

Fonte: Elaborada pelo autor.  
	

Entre os 8 participantes que cessaram o uso do tabaco no Grupo CCE 

fumante 3 eram mulheres e 5 (62,5%) encontravam-se em estágios avançados da 
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doença. A média do score de DN foi menor entre aqueles que cessaram o uso do 

tabaco em relação aos que continuavam fumando (4,6 ± 2,8 e 5,6 ± 1,9 

respectivamente). 

Houve uma significativa porcentagem de homens em estágios avançados da 

doença quando comparado às mulheres e esta comparação se mostrou 

estatisticamente significante por meio do teste Exato de Fisher (p<0,05). No Grupo 

CCE fumante, 19 indivíduos (73%) encontravam-se em estágios avançados da 

doença (III e IV), enquanto no Grupo CCE não fumante 5 indivíduos (83,3%) 

encontravam-se em estágios iniciais (I e II).  

A classificação de uso do álcool segundo o AUDIT pode ser observada no 

quadro 3. A análise do consumo de risco de álcool no Grupo CCE fumante se 

mostrou maior entre os homens em relação às mulheres e esta associação se 

mostrou significante (p= 0,0335) por meio do teste Exato de Fisher. 

 

Quadro 3 – Descrição dos valores do teste AUDIT para todos os participantes 
	

AUDIT Grupos 

Classificação do nível de risco 
CCE 

fumante 
Controle 
fumante 

CCE não 
fumante 

Controle não 
fumante 

n 26 9 6 6 
Homens 21 6 2 2 
Não faz uso - 3 - 1 
Baixo risco 2 1 2 1 
Consumo de risco 13 1 - - 
Alto risco 4 1 - - 
Provável dependência 2  –  - - 
Mulheres 5 3 4 4 
Não faz uso - 1 2 3 
Baixo risco 3 1 2 1 
Consumo de risco 1 1 - - 
Alto risco 1 - - - 
Provável dependência - - - - 

Fonte: Elaborado pelo autor.  
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Os dados gerais dos participantes não fumantes estão descritos na tabela 2. 
	

Tabela 2 – Descrição das variáveis da amostra dos casos de CCE não fumantes e 

controles não fumantes 

	
Variáveis Grupo CCE não fumante Grupo controle não fumante 

n 6 6 

Sexo     

Homens 2 2 

Mulheres 4 4 

Idade, anos  52,5 ± 17,2 (35 – 81) 46 ± 9,8 (32 – 57) 

Homens 72 ± 12,7 55,5 ± 2,1 

Mulheres 42,8 ± 7,8 41,3 ± 8,3 

Fonte: Elaborada pelo autor.  
 

 

4.2 Expressão gênica 
 

 

A avaliação da expressão gênica foi realizada para os genes: CYP1A1, 

CYP1B1, CYP2A6 e CYP2E1. 
	

	

4.2.1 CYP1A1 
 

 

Embora tenha sido observado aumento da expressão do gene CYP1A1 do 

Grupo CCE fumante em relação ao Grupo controle fumante, esta diferença não foi 

estatisticamente significativa de acordo com teste de Mann-Whitney (p=0,9247) 

(Figura 4). Não houve expressão nos grupos não fumantes. 
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Figura 4 – Gráfico da expressão gênica do gene CYP1A1 nos Grupos controle 

fumante e CCE fumante 

	

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

 

Foi realizada avaliação da expressão gênica individual de CYP1A1 em 

relação à carga tabágica para os grupos CCE, que está ilustrada na figura 5.  

 

 

Figura 5 – Expressão gênica individual de CYP1A1 em relação à carga tabágica 

(maços/ano) em pacientes com CCE bucal 

 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Na avaliação individual da expressão deste gene observamos uma 

expressão presente somente no sexo masculino, sem qualquer relação com carga 

tabágica, como os parâmetros avaliados de consumo de carcinógeno (tempo e 

quantidade) e TNM. Indivíduos com carga tabágica 36 e 60 apresentaram maior 

expressão do CYP1A1. 

A correlação de Pearson foi realizada entre a expressão gênica de CYP1A1 

nos grupos avaliados quando comparada com idade, número de cigarros 

fumados/dia, tempo de uso de cigarros, DN pelo Teste de Fagerström, estágio da 

doença e AUDIT, sem resultados significantes entre as variáveis avaliadas (Tabela 

3).  

 

 

Tabela 3 – Valores de correlação linear de Pearson (R) e respectivo p valor entre 

expressão gênica de CYP1A1 e as variáveis em análise: idade, número de cigarros 

fumados/dia, idade de início do tabagismo, tempo de uso, carga tabágica, Teste de 

Fagerström, AUDIT e estágio da doença (CCE) 
	

CYP1A1 

Nível de 
Expressão 

Idade 

Número de 

cigarros/ 
dia 

Início 

tabagismo 

Tempo 

de uso 

Carga 

tabágica 
Fagerström AUDIT Estágio 

CCE 
Fumante 

n= 15 

0,0711 

(0,8013) 

-0,3964 

(0,1435) 

0,1773 

(0,5273) 

-0,0931 

(0,7415) 

-0,4326 

(0,1072) 

-0,5687 

(0,0269) 

0,0659 

(0,8155) 

-0,2396 

(0,3897) 

Nota: ausência de grupos justificadas pela não expressão ou impossibilidade de análise por número 
reduzido de amostra. 
Fonte: Elaborada pelo autor.  
 

 

 

4.2.2 CYP1B1 
 

 

Houve diminuição da expressão do gene CYP1B1 nos casos de CCE 

comparados aos controles, como pode ser observado na figura 6. A comparação 

entre os quatro grupos, por meio do Teste de Kruskal-Wallis, foi estaticamente 

significativa (p<0,0001). 
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A diferença de expressão gênica de CYP1B1 entre os Grupos CCE fumante 

e controle fumante mostrou-se estaticamente significativa pelo Teste de Mann-

Whitney (p=0,0018). Da mesma forma, encontramos resultados significativos quando 

comparamos a expressão dos Grupos CCE não fumante com controle não fumante 

(p=0,0079) e CCE fumante com CCE não fumante (p=0,0385). 

 

 

Figura 6 – Gráfico da expressão gênica do gene CYP1B1 nos quatro grupos 

avaliados 

	

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

 

A expressão gênica individual de CYP1B1 em relação à carga tabágica está 

ilustrada na figura 7. 
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Figura 7 – Expressão gênica individual de CYP1B1 em relação à carga tabágica 

(maços/ano) na amostra de pacientes com CCE bucal 

 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Alguns indivíduos apresentaram elevada expressão deste gene 

principalmente entre os homens. Apenas uma mulher apresentou expressão 

elevada, com algumas peculiaridades em relação ao seu perfil tabágico e 

oncológico. Esta mulher relatou ter começado a fumar aos 28 anos e apresentou 

carga tabágica de 24 maços/anos. A paciente foi diagnosticada com CCE em região 
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significativa quando comparada com idade, número de cigarros fumados ao dia, 
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doença, segundo a correlação de Pearson (Tabela 4). 

No Grupo CCE não fumante foi observada correlação significativa entre 

expressão de CYP1B1 e o potencial comportamento de risco do consumo de álcool 

avaliado pelo teste AUDIT (p=0,0067), no entanto o mesmo não foi observado em 
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de cigarros fumados ao dia e carga tabágica. No entanto, a diferença não ocorreu 

para expressão de CYP1B1 e início do tabagismo, tempo de uso de cigarros e carga 

tabágica, segundo a correlação de Pearson. 

 

 

Tabela 4 – Valores de correlação linear de Pearson (R) e respectivo p valor entre 

expressão gênica de CYP1B1 e as variáveis em análise: idade, número de cigarros 

fumados/dia, idade de início do tabagismo, tempo de uso, carga tabágica, Teste de 

Fagerström, AUDIT e estágio da doença (CCE) 

	

CYP1B1 
Nível de 

Expressão 
Idade 

Número de 
cigarros/ 

dia 

Início 
tabagismo 

Tempo 
de uso 

Carga 
tabágica 

Fagerström AUDIT Estágio 

CCE 
fumante 

n= 23 

0,1489 

(0,4978) 

-0,1977 

(0,3659) 

-0,0028 

(0,9898) 

-0,1386 

(0,5281) 

-0,2215 

(0,3098) 

0,1265 

(0,5651) 

-0,3992 

(0,0592) 

-0,2773 

(0,2001) 

CCE 
não fumante 

n= 5 

-0,6639 

(0,2217) 
-	 -	 -	 -	 -	 -0,9684 

(0,0067)* 
-0,1003 

(0,8725) 

Controle 
fumante 

n= 3 

0,4801 

(0,0204)* 

0,5629 

(0,0052)* 

-0,4062 

(0,0545) 

-0,2380 

(0,2741) 

0.787 

(0,0001)* 
-	 -	 -	

Controle 
não fumante 

n= 2 

1,0000 

(0,0000) 
-	 -	 -	 -	 -	 -	 -	

*p < 0,05 
Nota: ausência de grupos justificadas pela não expressão ou impossibilidade de análise por numero 
reduzido de amostra. 
Fonte: Elaborada pelo autor.  
 

 

 

4.2.3 CYP2A6 
 

 

Foi observada diminuição da expressão do CYP2A6 no Grupo CCE fumante 

em relação ao Grupo controle fumante. No entanto a avaliação estatística não pôde 

ser realizada devido ao fato de apenas um paciente do Grupo controle ter 

expressado este gene. O mesmo aconteceu para os grupos CCE não fumante e 
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Controle não fumantes, que não apresentaram expressão deste gene.  
O  único participante que expressou este gene no Grupo controle fumante 

era o mais velho entre os homens, apresentava a maior carga tabágica e uma baixa 

DN pelo TFDC, embora fosse considerado como consumidor de risco pelo AUDIT. 

A expressão individual de CYP2A6 no Grupo CCE fumante está descrita na 

figura 8. Não foi observada correlação significativa da expressão do CYP2A6 no 

Grupo CCE fumante com idade, número de cigarros fumado ao dia, tempo de uso de 

cigarros, DN pelo Teste de Fagerström, AUDIT e estágio da doença, segundo a 

correlação de Pearson (Tabela 5). 

 

Figura 8 – Expressão gênica individual de CYP2A6 em relação à carga tabágica 

(maços/ano) nos pacientes com CCE bucal 

	

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Tabela 5 – Valores de correlação linear de Pearson (R) e respectivo p valor entre 

expressão gênica de CYP2A6 e as variáveis em análise: idade, número de cigarros 

fumados/dia, idade de início do tabagismo, tempo de uso, carga tabágica, Teste de 

Fagerström, AUDIT e estágio da doença (CCE) 

	

CYP2A6 
Nível de 

Expressão 
Idade 

Número de 
cigarros/ 

dia 

Início 
tabagismo 

Tempo 
de uso 

Carga 
tabágica 

Fagerström AUDIT Estágio 

CCE 
Fumante 

n= 13 

-0,2271 

(0,4557) 

-0,2435 

(0,4228) 

0,2806 

(0,3530) 

-0,2768 

(0,3599) 

-0,2250 

(0,4599) 

-0,4705 

(0,1047) 

-0,2469 

(0,4160) 

-0,3475 

(0,2447) 

Nota: ausência de grupos justificadas pela não expressão ou impossibilidade de análise por numero 
reduzido de amostra. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

4.2.4 CYP2E1 
 

Foi observado aumento da expressão do gene CYP2E1 nos casos de CCE 

comparados aos controles, como pode ser observado na figura 9.  

 

Figura 9 – Gráfico da expressão gênica do gene CYP2E1 nos quatro grupos 

avaliados 

	

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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A diferença de expressão gênica de CYP2E1 entre os Grupos CCE fumante 

e controle fumante, por meio do Teste de Mann-Whitney, mostrou-se estaticamente 

significativa (p=0,0424). Não foram encontrados resultados significativos quando 

comparamos a expressão os Grupos CCE não fumante com controle não fumante 

(p=0,1797) e CCE fumante com CCE não fumante (p=0,1733). A comparação entre 

os quatro grupos, por meio do Teste de Kruskal-Wallis, não foi estaticamente 

significativa (p=0,1208). 

A expressão individual de CYP2E1 em relação à carga tabágica está descrita 

na figura 10. 
	

	

Figura 10 – Expressão gênica individual de CYP2E1 em relação à carga tabágica 

(maços/ano) na amostra de pacientes com CCE bucal  

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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ocorreu em relação à idade e estágio da doença (Tabela 6). A correlação entre 

expressão do CYP2E1, no Grupo controle fumante, se mostrou significativa com a 

idade e tempo de uso do cigarro. Nas comparações com o número de cigarros 

fumados ao dia e o Teste de Fagerström esta correlação foi negativa. Houve 

correlação entre o início do tabagismo, carga tabágica e AUDIT, mas sem 

significância estatística (Tabela 6). 

 

	

Tabela 6 – Valores de correlação linear de Pearson (R) e respectivo p valor entre 

expressão gênica de CYP2E1 e as variáveis em análise: idade, número de cigarros 

fumados/dia, idade de início do tabagismo, tempo de uso, carga tabágica, Teste de 

Fagerström, AUDIT e estágio da doença (CCE) 
	

CYP2E1 

Nível de 
Expressão  

Idade 

Número 

de cigarros/  
dia 

Início  
tabagismo 

Tempo 
de uso 

Carga  
tabágica 

Fagerström AUDIT Estágio 

CCE  
fumante 

n= 26 

-0,2957 

(0,1425) 

0,0236 

(0,9089) 

0,0256 

(0,9011) 

-0,1700 

(0,4064) 
- 

0,1018 

(0,6209) 

-0,1702 

(0,4058) 

-0,0660 

(0,7488) 

CCE 
não fumante 

n= 6 

-0,2219 

(0,6725) 
-	 -	 -	 -	 -	 -0,8893 

(0,0177)* 

0,2057 

(0,6959) 

Controle  
Fumante 

n= 8 

0,4327 

(0,0272)* 
-0,4793 

(0,0132)* 
0,1668 

(0,4155) 

0,4865 

(0,0117)* 
-0,3166 

(0,1151) 

-0,6940 

(0,0001) 
-0,0209 

(0,9345) 
-	

Controle 
não fumante 

n= 6 

-0,1226 

(0,8171) 
-	 -	 -	 -	 -	 -	 -	

*p < 0,05 
Nota: ausência de grupos justificadas pela não expressão ou impossibilidade de análise por numero 
reduzido de amostra. 
Fonte: Elaborada pelo autor.  
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5 DISCUSSÃO 
 

 

As neoplasias malignas bucais estão entre as cinco mais incidentes em todo 

o mundo com grandes variações regionais (World Health Organization, 2015). No 

Brasil, as neoplasias malignas de cabeça e pescoço relacionam-se com fatores bem 

documentados como uso do tabaco e álcool, sendo mais prevalentes entre homens 

acima de 40 anos, 11,27 casos novos a cada 100 mil homens e 4,21 a cada 100 mil 

mulheres (World Health Organization, 2014; Instituto Nacional do câncer, 2018). O 

diagnóstico precoce permite abordagem terapêutica menos agressiva, 

procedimentos cirúrgicos menos invasivos e maiores probabilidades de cura (Malik 

et al., 2015; Bandeira et al., 2017).  

As substâncias potencialmente carcinógenas provenientes do tabaco e 

álcool são metabolizados por enzimas de Fase I em componentes intermediários 

mais reativos e solúveis, detoxificadas e eliminadas por meio das enzimas de Fase 

II. A variabilidade interindividual no metabolismo destes carcinógenos, relacionada 

às formas polimórficas destes genes, define o maior ou menor risco de 

desenvolvimento do câncer e relaciona-se a maior ou menor expressão dos genes 

que metabolizam estes produtos. 

Os potenciais efeitos carcinogênicos dos derivados do tabaco também 

ocorrem com o uso de apresentações sem fumaça, como fumo mascado ou inalado. 

Mallery et al. (2014) demostrou que as enzimas de Fase I e II estão presentes na 

mucosa bucal sadia podendo induzir o surgimento do CCE bucal por meio da 

ativação dos componentes potencialmente carcinogênicos encontrados no tabaco 

não fumado. Alguns genes como CYP1A1 e CYP1B1 são possíveis marcadores de 

neoplasias malignas relacionadas ao tabaco por sua presença em várias redes de 

transformação e bioativação de carcinógenos (Cao et al., 2015). 

O mais importante é a demonstração clara que não fumar reduz o risco de 

câncer e que mesmo após o diagnóstico, a cessação do tabagismo tem reflexo 

direto na prevenção de recidiva, surgimento de segundo tumor primário, melhor 

desfecho terapêutico e da qualidade de vida (Sham et al., 2003; Warnakulasuriya et 

al., 2010;  Balogh et al., 2014; Karam-Hage et al., 2014). Todos os participantes 

fumantes foram orientados sobre os riscos do uso do tabaco para a saúde bucal e 
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encaminhados para centros de referência públicos de tratamento do tabagismo. 

O tratamento do tabagismo é eficaz e pode diminuir o risco de 

desenvolvimento do câncer ou impactar de forma positiva o desfecho do tratamento 

oncológico. Com o intuito de promover ações preventivas em saúde bucal há 4 anos 

o ICT/UNESP de São José dos Campos oferece o tratamento do tabagismo aos 

pacientes fumantes atendidos na instituição que incluem também pacientes 

oncológicos.  

Os indivíduos do Grupo controle fumante consumiam grande quantidade de 

tabaco, quando comparados ao Grupo CCE fumante, apresentando, portanto, alto 

risco para o desenvolvimento de neoplasias malignas relacionadas ao uso do 

tabaco. 

O grupo CCE fumante apresentou aumento da expressão dos genes 

CYP1A1 e CYP2E1. Todavia houve diminuição da expressão de CYP1B1 e 

CYP2A6. Os resultados foram significantes para os genes CYP1B1 e CYP2E1. 

Nos dois grupos de fumantes estudados, houve prevalência de homens. No 

Grupo CCE, tal relação foi mais que o triplo concordante com dados epidemiológicos 

mundiais (Gupta et al., 2016; Zhang et al., 2016). Em ambos os grupos fumantes 

observam-se que os homens iniciaram o uso do tabaco antes dos 18 anos de idade, 

enquanto as mulheres começaram mais tardiamente. Em nossa casuística 

encontramos uma proporção maior de homens fumantes em relação às mulheres. 

Estes achados estão em concordância com uma pesquisa brasileira de 2016 que 

avaliou o percentual de fumantes acima de 18 anos por meio de inquérito telefônico 

nas capitais brasileiras e no Distrito Federal e que encontrou maior prevalência de 

homens fumantes (12,7%) em relação às mulheres (8%) (Brasil, 2017). 

Observou-se semelhanças entre os grupos quanto às médias gerais de 

idade, início do uso e tempo de uso do tabaco. Contudo, o padrão de consumo de 

tabaco era mais intenso no Grupo controle tanto para homens quanto para mulheres 

com maior consumo de cigarros/dia e consequentemente, carga tabágica superior 

aos pacientes com câncer. Estes indivíduos portanto, apresentam alto risco para o 

desenvolvimento de neoplasias malignas relacionadas ao uso do tabaco. Em relação 

ao consumo do álcool observamos os maiores padrões de consumo de risco no 

Grupo CCE fumante. (Hashibe et al., 2009; Warnakulasuriya et al., 2010; Winn et al., 

2015).  
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Evidenciando o fato de que não existe nível seguro de exposição ao tabaco 

e ao álcool, na amostra de pacientes com CCE, duas mulheres e um homem 

fumavam 10 ou menos cigarros/dia e apresentavam baixo risco de consumo de 

etílicos pelo AUDIT. Revisão sistemática publicada pelo International Head and Neck 

Cancer Epidemiology Consortium (INHANCE) em 2016 demonstrou que indivíduos 

que fumam até 10 cigarros/dia, mesmo que não façam uso de álcool, tiveram um 

maior risco de desenvolvimento de câncer bucal quando comparados a pessoas que 

nunca fumaram (Berthiller et al., 2016).  
O diagnóstico precoce dos tumores de região de cabeça e pescoço 

permanece um desafio em todo o mundo. Embora haja um consenso a este respeito 

a realidade ainda é a de diagnósticos em fases avançadas que respondem pouco ao 

tratamento curativo e que afetam de maneira importante a qualidade de vida dos 

pacientes. Quando a doença é diagnosticada em seus estágios iniciais a abordagem 

cirúrgica é menos invasiva e, consequentemente, menos mutilante, permitindo uma 

readaptação de fala, deglutição mais rápida, sem sequelas estéticas significativas. 

Neste contexto as campanhas educativas poderiam desempenhar um papel 

relevante alertando a população sobre o reconhecimento e necessidade de 

avaliação, por parte de um especialista, das lesões bucais crônicas que não 

desparecem com tratamentos habituais, principalmente se ocorrerem entre 

indivíduos que fazem uso regular de tabaco e álcool. 

A incidência de câncer de cabeça e pescoço em adultos jovens abaixo de 45 

anos tem aumentado nos últimos anos sendo mais frequente em mulheres com 

câncer de língua que nunca fumaram ou beberam. Neste cenário, a etiologia ainda 

permanece obscura uma vez que a baixa associação ao uso do tabagismo e do 

álcool se justifica devido ao menor tempo de exposição, estando os fatores de 

herança familiar, com histórico de qualquer outro tipo de neoplasias malignas, entre 

as hipóteses mais prováveis (Toporcov et al., 2015). Na casuística do presente 

estudo, 6 indivíduos apresentaram CCE bucal, sem histórico de consumo de tabaco, 

sendo 4 mulheres com câncer de língua e abaixo de 50 anos. 

O TFDC é o instrumento mais usado em todo o mundo para avaliar o grau 

de DN presente nos cigarros, sendo mais adequado para avaliar níveis que variem 

de baixa até alta dependência (Svicher et al., 2018). Quando avaliamos o grau de 

DN observa-se que no grupo de homens fumantes com CCE, 12 (46,2%) 
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apresentaram DN elevada ou muito elevada, enquanto a maioria das mulheres 

apresentou pontuação até cinco pontos, o que caracteriza uma DN baixa a 

moderada. Tanto a dependência moderada, quanto a elevada podem ser 

responsáveis pela manutenção do uso do tabaco mesmo após o diagnóstico de 

câncer como observamos em 70% dos indivíduos no Grupo CCE fumante. Em 2014, 

Almeida et al. encontraram dados semelhantes em relação à DN em pacientes com 

câncer de cabeça e pescoço, todavia no presente estudo não foi encontrada relação 

significativa entre a DN e o estágio da doença, ou entre o estágio da doença e carga 

tabágica. 

Quanto ao perfil tabágico deste grupo, treze (50%) iniciaram o uso do tabaco 

antes dos 20 anos, 9 (34,7%) fumavam 30 ou mais cigarros/dia e 11 (42,3%) 
fumavam há mais de 30 anos. Em nossa casuística observamos um perfil 14 

indivíduos (54%) apresentando escores classificados como elevada dependência. 

Em 2014, Almeida et al., encontrou maior porcentagem (66,2%) de indivíduos com 

DN elevada ou muito elevada. Neste mesmo estudo a grande maioria dos 

participantes (88,7%) havia parado de fumar, contudo, em nosso estudo 18 (70%) 

permaneciam fumando, mesmo após o diagnóstico de câncer.  
Considerando que muitos pacientes, como em nossa amostra, persistem 

com o hábito de fumar mesmo após o diagnóstico de câncer, o apoio para cessação 

do tabagismo deve estar vinculado ao tratamento oncológico proposto. Os indivíduos 

com CCE bucal consumiam grande quantidade de tabaco, por longo período e DN 

elevada.  

O teste AUDIT foi criado pela Organização Mundial de Saúde (OMS) como 

um instrumento para rastreamento de comportamento de risco pelo uso do álcool e 

validado para a população brasileira por Mendez em 1999. Por ser um mecanismo 

de triagem do uso de etílicos, o AUDIT pode não demonstrar a real situação do 

consumo de álcool entre os indivíduos que o respondem. Entretanto, por ser de fácil 

aplicação pode ser utilizado em diversos níveis da atenção à saúde e avalia o 

comportamento devido ao uso do álcool principalmente no último ano.  

O uso do álcool é considerado um fator potencializador dos efeitos do 

cigarro nas neoplasias malignas de cabeça e pescoço (Hashibe et al., 2009; 

Warnakulasuriya et al., 2010; Winn et al., 2015). Além disso, o álcool funciona como 

gatilho para o uso do tabaco e vice-versa. Entre os 13 indivíduos classificados com 
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consumo de risco, 8 fumavam 30 ou mais cigarros/dia, e destes 6 apresentavam DN 

elevada ou muito elevada, o que demonstra a realidade do consumo de tabaco e 

álcool, e o possível caráter de múltiplas dependências químicas entre pacientes com 

câncer de cabeça e pescoço. Um único indivíduo que foi classificado como provável 

dependência ao álcool, fumava 30 cigarros/dia. Entre as mulheres com câncer e 

fumantes, um apresentava consumo de risco e outra consumo de alto risco. 

Entre os indivíduos do Grupo CCE fumante, todos relataram fazer uso de 

álcool regularmente e 77% apresentavam consumo de risco relacionado. O perfil 

encontrado é muito discrepante dos resultados encontrados por Graner et al. (2016), 

com pacientes com diagnóstico de câncer bucal, onde 32,6% de indivíduos 

apresentavam consumo de risco relacionado ao uso álcool. Em nossa casuística, o 

número de pessoas que referiram não fazer uso de álcool ou abstêmios, foi bastante 

variável entre os grupos sendo maior no Grupo controle não fumante (4 entre 6), 

seguido pelo Grupo controle fumante (4 entre 9) e CCE não fumante (2 entre 6). 

O Grupo CCE fumante foi composto por 21 homens e 5 mulheres, dos quais 

73% encontravam-se em estágios avançados da doença (III e IV), fatos estes que 

estão bem próximos da realidade brasileira quanto a prevalência entre sexos e 

diagnóstico tardio da doença (Instituto Nacional do Câncer, 2018).  

Dentre os pacientes com CCE que nunca fumaram o perfil foi composto na 

sua maioria por mulheres jovens e em estágios iniciais da doença. Estas 

características podem ser justificadas pelo desconforto do achado de uma lesão 

bucal em pessoas que nunca fumaram e a procura por atendimento mais rápido, 

principalmente por parte das mulheres (Toporcov et al., 2015; Baumann et al., 2016).  

Ainda neste grupo, um homem encontrava-se em estágio bem inicial e outro 

no estágio IV. A importância do diagnóstico precoce de câncer de boca é um desafio 

não somente no Brasil, mas em todo mundo (Bandeira et al., 2017). O tratamento 

correto pode se influenciado pelo atraso no diagnóstico que está relacionado ao 

desconhecimento, medo ou não preocupação pelo surgimento de alterações bucais, 

mesmo que sintomáticas e, consequentemente, retardo na avaliação clinica por um 

profissional de saúde ou especialista (Stefanuto et al., 2014; Baumann et al., 2016; 

Bandeira et al., 2017). Campanhas de esclarecimento sobre os risco de doenças 

bucais pelo uso de tabaco e álcool podem mudar este panorama e ampliar o 

diagnóstico precoce e tratamento adequado do câncer bucal (Baumann et al., 2016).  
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As neoplasias malignas de boca, faringe e laringe apresentam como 

principais fatores de risco o tabaco e álcool (Hashibe et al., 2009; Winn et al., 2015). 

Dentre os componentes químicos encontrados na fumaça do tabaco, e que são 

classificados como potenciais agentes cancerígenos, encontramos as nitrosaminas, 

específicas como as NNK2 – 4-(metilnitrosamina)-1-(3-piridil)-1-butanona, NNN – N’-

nitrosonornicotina, NAB – N’-nitrosoanabasina e NAT – N’-nitrosoanabatina, e os 

hidrocarbonetos aromáticos policíclicas, sendo os mais conhecidos os benzopirenos 

(Rosemberg, 2003). 
Estes componentes são transformados em carcinógenos ativos por meio das 

enzimas da família P450, das quais seis respondem por 77% de todo o metabolismo 

deste grupo. Os genes avaliados neste estudo respondem por 50% deste 

metabolismo (Rendic, Guengerich, 2012; He, Feng 2015). 

A possibilidade de estudo dos genes acima citados em uma população 

específica relacionada ao consumo de risco do tabaco e do álcool mostrou-se ideal. 

O método escolhido para o presente estudo foi o qPCR que quantifica o total de 

RNAm identificando a atividade do gene, no entanto outras metodologias também 

podem ser utilizadas para avaliar a atividade destes genes como a quantificação 

total de proteínas e sua identificação tecidual pelos respectivos métodos de 

Western-Blot e imunohistoquímica. 

Os genes CYP1A1, CYP1B1, CYP2A6 e CYP2E1 codificam proteínas 

específicas que também estão envolvidas no metabolismo de substratos endógenos 

como a síntese de colesterol, esteroides, e exógenos como drogas, etanol e 

quimioterápicos. Todas estas proteínas estão localizadas no retículo endoplasmático 

e sua expressão principal é no fígado. Contudo, sua expressão pode ser induzida 

em sítios extra-hepáticos de acordo com a necessidade de bioativação de 

xenobióticos (Go et al., 2015; Kumar et al., 2017). 

A identificação da metabolização de carcinógenos do tabaco da família CYP 

em indivíduos não tabagistas foi um desafio, uma vez que sua expressão está 

teoricamente diminuída devido à baixa demanda de utilização destas enzimas. Por 

este motivo alguns genes (CYP1A1 e CYP2A6) não foram expressos nestes casos o 

que dificultou o pareamento com o Grupo CCE levando à redução do número de 

amostras e, consequentemente, impossibilitando a comparação estatística entre 

estes grupos. 
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O gene CYP1A1 é responsável pela bioativação de carcinógenos 

encontrados no tabaco em especial dos HAP. Por esse motivo era esperado que 

houvesse expressão deste gene entre os pacientes fumantes com CCE. 

Encontramos aumento da expressão deste gene em aproximadamente 47% dos 

casos de CCE fumantes, mas apenas entre os homens. De maneira semelhante, 

somente dois homens do Grupo controle fumante expressaram este gene. Como os 

Grupos CCE não fumante e controle não fumante não expressaram este gene as 

análises estatísticas ficaram prejudicadas. 

A importância de CYP1A1 na ativação de procarcinógenos e xenobióticos 

presentes na fumaça do cigarro também foi avaliada em estudos in vitro com cultura 

de células de CCE expostas a condensados de fumaça do tabaco. Tais estudos têm 

demostrado a expressão de enzimas da família CYP em queratinócitos normais e 

linhagens de leucoplasias (Nagaraj et al., 2006). O CYP1A1 esteve altamente 

expresso em todas as linhagens estudadas, principalmente nos queratinócitos e no 

CCE.  

A avaliação da expressão de CYP1A1 em células de lavado broncoalveolar 

e biópsias de pulmão realizada por Thum et al. (2006) também encontraram elevada 

expressão tanto de CYP1A1, quanto de CYP1B1 em fumantes quando comparados 

a não fumantes. 

Em 2016, Kaminagakura et al. não encontraram aumento da expressão do 

CYP1A1 e nem influência desse gene no prognóstico em pacientes com CCE bucal 

por meio de avaliação proteica por imunohistoquímica comparando um grupo de 

adultos jovens menores de 40 anos com um grupo de pacientes acima de 50 anos. 

A expressão de diversos genes metabolizadores do tabaco foi avaliada por  

Spivack et al. (2003) por meio de PCR, em amostras de tumores de pulmão, 

incluindo CCE, e em tecidos pulmonares sadios dos mesmo indivíduos. De modo 

geral, foi encontrada reduzida expressão de CYP1A1, entre todos os tipos 

histológicos estudados. Em 2002, um estudo brasileiro conduzido por Godoy et al., o 

gene CYP1A1 não foi expresso nas amostras de CCE de esôfago estudadas. 

Assim como outros genes da família P450, o CYP1A1 também é 

considerado polimórfico o que poderia justificar a variação de expressão 

interpessoal. Esta variabilidade na prevalência de formas polimórficas é encontrada 

em diferentes populações como as asiáticas comparadas com afro-americanas ou 
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caucasianas. Alguns polimorfismos de CYP1A1 foram ligados a maior ou menor 

risco de desenvolvimento de CCE bucal (Singh et al., 2009; Rotunno et al., 2009; 

Shukla et al., 2012; Khlifi et al., 2013). 

O gene CYP1B1, assim com o CYP1A1 está relacionado ao metabolismo 

dos HAP, em particular do benzopirenos. O estudo deste gene em pacientes 

fumantes, portanto, é importante por estar relacionado ao consumo do tabaco e à 

ativação de seus carcinógenos (Thum et al., 2006). Devido à sua função de 

metabolização de hormônios como estrogênio, estes genes são relacionados a 

neoplasias malignas de mama e endométrio (Go et al., 2015). 

Encontramos uma expressão diminuída de CYP1B1 nos dois grupos de CCE 

quando comparados aos controles, embora todas as comparações entre os grupos 

mostraram-se significativas. Resultados semelhantes foram encontrados por 

Pradhan et al. um estudo com 36 amostras de CCE bucal comparadas a amostras 

de tecido normal do mesmo indivíduo e a uma amostra de displasia epitelial, onde 

CYP1B1 estava pouco expresso em 28 das 36 amostras e também na displasia 

(Pradhan et al., 2011). 

Por meio de qPCR, Kolokythas et al. em 2011 também encontraram baixa 

expressão de CYP1B1 em citologia de mucosa bucal de indivíduos que foram 

submetidos a biópsias por suspeita de CCE bucal e comparados com controles que 

foram submetidos ao mesmo procedimento para diagnóstico de lesões benignas. 

Todavia alguns estudos encontraram alta expressão de CYP1B1 em CCE de 

outros órgãos como o pulmão e esôfago (Murray et al., 1997; Spivack et al., 2001; 

Su et al., 2009). 

Contrário ao CCE fumante, o Grupo controle fumante mostrou diferença 

estaticamente significativa na correlação entre a expressão de CYP1B1 com a idade 

(p=0,0204), número de cigarros fumados ao dia (p=0,0052) e carga tabágica 

(p=0,0001) (Tabela 4). Tanto a média dos cigarros fumados ao dia, quanto a carga 

tabágica foram maiores neste grupo em relação ao Grupo CCE fumante, ou seja, 

confirmando achados de literatura que demonstram o aumento na expressão deste 

gene decorrente da maior exposição ao tabaco (Spivack et al., 2003; Thum et al., 

2006).  

Assim como citado anteriormente em relação a CYP1A1, diversos 

polimorfismos de CYP1B1 também estão relacionados a risco aumentado ou 
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diminuído de CCE bucal (Khlifi et al., 2013). 

A avaliação in vitro da expressão de CYP1B1 por cultura celular mostrou 

aumento da expressão deste gene induzido pela exposição a produtos do cigarro, 

tanto para células provenientes de tecido normal e displásicos, quanto para 

carcinoma de mucosa bucal (Nagaraj et al., 2006; Chi et al., 2009). O estudo de 

CYP1B1 por imunohistoquímica também demonstrou aumento da expressão desta 

enzima em adultos com CCE bucal acima de 50 anos, quando comparado com 

casos em adultos jovens menores que 45 anos (Kaminagakura et al., 2016). 

Entre as mulheres fumantes com CCE, uma participante apresentou elevada 

expressão para os genes CYP1B1 e CYP2E1. Em 2017, Hashim et al. demostraram, 

em revisão sistemática, que mulheres após a menopausa têm risco muito 

aumentado de desenvolver câncer de cabeça e pescoço em relação às mulheres em 

pré ou peri-menopausa. 

O gene CYP2A6 é responsável pela metabolização de 80% da nicotina em 

cotinina, que pode ser dosada na urina, sangue, cabelo, saliva e unhas, e é utilizada 

como marcador de exposição ao tabaco (Di et al., 2009; Benowitz et al., 2009; 

Benowitz, 2010). Seu caráter polimórfico é responsável pelo alto ou baixo padrão de 

consumo de tabaco (Rosemberg, 2003; Blackford et al., 2006; Malaiyandi et al., 

2006; Bergen et al., 2014; Piliguian et al., 2014). 

A escolha do gene CYP2A6 em nosso estudo foi justificada pelo fato dos 

pacientes com câncer de cabeça e pescoço apresentarem um perfil de fumantes 

pesados e com alta DN (Almeida et al., 2014). A hipótese seria a de que esta grande 

exposição ao tabaco estivesse relacionada a uma alta expressão desse gene, 

principalmente no Grupo CCE fumante. 

A utilização da forma selvagem deste gene ocorreu em decorrência da maior 

prevalência desta forma na população brasileira, mas esta variação da expressão 

pode estar relacionada ao padrão polimórfico de CYP2A6 (Vasconcelos et al., 2005). 

Entretanto, a expressão de CYP2A6 foi observada somente em 13 amostras de 

indivíduos neste grupo e em uma amostra do Grupo controle, o que nos faz acreditar 

na presença de formas polimórficas nos demais indivíduos. 

Em contrapartida, estudos têm demostrado que o gene CYP2A6 está 

expresso no epitélio do trato respiratório desde a traqueia indicando um importante 

achado considerando a possibilidade de efeitos carcinogênicos e desenvolvimento 
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de câncer de pulmão em fumantes (Chiang et al., 2012; Kumar et al., 2017). Um 

estudo brasileiro com amostras de CCE de esôfago também demostrou uma 

elevada expressão de CYP2A6 (Godoy et al., 2002). 

Embora CYP2A6 esteja relacionado ao metabolismo da nicotina, a variação 

individual de expressão não foi correlacionada com a quantidade de cigarros 

fumados ao dia ou carga tabágica. A correlação entre os níveis de expressão e as 

diversas variáveis estudadas não mostrou diferença estaticamente significativa da 

expressão gênica de CYP2A6 no Grupo CCE fumante.  
O gene CYP2E1 é responsável pela codificação de uma enzima homóloga 

responsável, principalmente, pelo metabolismo do álcool e alguns derivados do 

tabaco, como as nitrosaminas de baixo peso molecular e benzeno (Rendic, 

Guengerich, 2012; Khlifi et al., 2013; He, Feng, 2015). Esta enzima também esta 

expressa em epitélio bucal (Vondracek et al., 2001).  

A inclusão do estudo da expressão deste gene deve-se ao fato do álcool ser 

um dos principais fatores de risco para o CCE bucal juntamente com o tabaco. A 

avaliação da expressão entre os quatro grupos não se mostrou estatisticamente 

significante. Porém, a expressão de CYP2E1 entre casos de CCE quando 

comparados com os controles fumantes foi significante (p=0,0424). Este achado 

pode ser justificado pelo consumo de risco de álcool encontrado em 77% de nossa 

amostra. 

Como nos genes anteriormente mencionados, a expressão do gene CYP2E1 

no Grupo CCE fumante mostrou grande variabilidade interindividual. Esta variação 

não se relacionou com a quantidade de cigarros fumados ao dia ou por toda a vida 

(maços/ano). Devido ao seu caráter subjetivo, a análise do consumo de álcool por 

meio do AUDIT não é capaz de quantificar de maneira precisa a realidade do 

consumo de etílicos, uma vez que a quantificação por doses ingeridas e teor de 

álcool em cada tipo de bebida também é bastante variado. Portanto, não foi possível 

comprovar de maneira exata a quantidade de álcool ingerido pelos participantes e 

sua relação com a expressão de CYP2E1. 

Quando observamos a análise individual da expressão de CYP2E1, 

encontramos alguns aspectos interessantes em relação a expressão por sexo. A 

paciente mencionada anteriormente, a qual apresentou uma grande expressão de 

CYP2E1, assim como CYP1B1, apresentou pontuação muito baixa no AUDIT. 
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Diferente de um homem que também apresentou grande expressão de CYP2E1 e 

apresentava um AUDIT alto, compatível com provável dependência ao álcool. 

Ambos começaram a fumar por volta dos 30 anos de idade, consumiam 20 e 30 

cigarros/dia, respectivamente e ambos apresentavam baixa DN. Mesmo tendo 

começado a fumar relativamente tarde, ambos foram diagnosticados em estágios 

avançados da doença. No caso da paciente, o aspecto hormonal pode ter 

influenciado tal evolução para estágio avançado, uma vez que a mesma não fazia 

uso regular de etílicos (Hashim et al., 2017).  

Diferente de nossos achados em CCE bucal, Bergheim et al. (2007) 

demostraram, por análise de qPCR, alta expressão de CYP2E1 em controles sadios, 

quando comparados com amostras de CCE de esôfago. Em contrapartida, em 2002, 

Godoy et al., encontraram expressão de CYP2E1 no mesmo tipo de neoplasia. 

O gene CYP2E1 é conhecido como um dos principais metabolizadores de 

álcool, todavia, em nosso estudo, observamos grande expressão deste gene entre 

pacientes com câncer bucal que fumavam e bebiam. Sendo assim, o estudo deste 

gene entre outros tipos de neoplasias malignas relacionadas ao uso do tabaco pode 

ser de interesse científico em  novas pesquisas, até mesmo como possível marcador 

de exposição ao tabaco entre pessoas que fumam, mas não fazem uso de álcool. 

Este estudo apresenta algumas limitações. Embora tenha sido utilizado o 

questionário AUDIT para a avaliação do perfil etílico, foi possível observar grande 

subjetividade nas respostas e dificuldade em quantificar a ingesta real de etílicos 

pelos participantes. Outro aspecto que trouxe dificuldade foi o pareamento das 

amostras do Grupo CCE não fumante, uma vez que foram na sua maioria de 

mulheres, fato também relatado por Soares et al. (2017). Durante a etapa 

laboratorial foram excluídas das análises 5 amostras de CCE e 8 de controle, que 

após a extração de RNA não apresentaram quantidade suficiente para realização do 

qPCR durante os testes laboratoriais. Isto demonstra a importância de realização de 

estudos multicêntricos, como no presente trabalho. 
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6 CONCLUSÃO 
 

 

A hipótese deste estudo de maior expressão dos genes metabolizadores de 

fase I nas amostras de pacientes fumantes quando comparados a não fumantes 

com câncer bucal foi comprovada para os genes CYP1A1 e CYP2E1, com menor 

expressão de CYP1B1 e CYP2A6 no mesmo grupo.  

A característica polimórfica destes genes aliada ao tamanho da amostra 

podem ter influenciado a grande variabilidade interindividual no estudo da expressão 

dos genes estudados.  

O gene CYP2E1, além de estar relacionado ao metabolismo do álcool, 

também deve ser considerado importante marcador do metabolismo dos 

carcinógenos derivados do tabaco.  
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APÊNDICE A – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 
 
 
Prezado(a) Senhor(a) 

Eu. JANETE DIAS ALMEIDA. Professora Adjunta da Disciplina de Propedêutica 

Estomatológica do Departamento de Biociências e Diagnóstico Bucal do Instituto de 

Ciências e Tecnologia de São José dos Campos – UNESP, portador do registro no 

Conselho Regional de Odontologia CROSP 40530, telefone para contato 12-

39479079, irei coordenar um projeto de pesquisa cujo título é “ESTUDO GENÉTICO 

DOS PRINCIPAIS FATORES DE RISCO NO PROGNÓSTICO DE PACIENTES 

COM CARCINOMA DE CÉLULAS ESCAMOSAS DA CAVIDADE BUCAL”. 

O projeto foi desenvolvido pelos pesquisadores: Dr. Celso Muller Bandeira – CRM 

77096, médico, Cirurgião de Cabeça e Pescoço, e Dra. Adriana Ávila de Almeida – 

CRM 76850, médica, Pneumologista, e pela Dra. Celina Faig Lima Carta CROSP: 

81757, cirurgiã-dentista. 

O objetivo é realizar uma pesquisa sobre câncer de cabeça e pescoço, em particular 

a boca, e sua relação com o hábito de fumar e beber ou outros hábitos sociais. 

Estudos no mundo todo, inclusive no Brasil, estão sendo realizados com o objetivo 

de se estudar uma parte de nossas células que quando alteradas podem levar ao 

aparecimento do câncer ou outras doenças e saber se esta parte estudada poderia 

causar um maior ou menor risco ao câncer. Você está sendo convidado a participar 

de um projeto de pesquisa que tem a finalidade de estudar as características 

genéticas e biológicas do câncer bucal e compará-las com pessoas sem este tipo de 

câncer. Pode ser que você não seja diretamente beneficiado, mas futuros pacientes 

poderão ter algum tipo de benefício com o estudo. 

Sua participação neste projeto é totalmente voluntária, não existindo nenhum tipo de 

compensação, privilégio ou benefício. Caso você não aceite participar também não 

existe nenhum tipo de sanção ou prejuízo à sua avaliação e tratamento, sendo que 

você foi acompanhado da mesma forma. Não existe nenhum tipo de remuneração, 

exceto, alguma cobertura de custo com alimentação ou transporte caso você seja 

procurado durante a pesquisa para algum tipo de esclarecimento e precise vir até 
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nós. Você poderá contatar os pesquisadores por meio de telefone de nossa 

faculdade para esclarecimento de quaisquer dúvidas acerca da pesquisa. 

Caso você aceite participar da pesquisa, você responderá a um questionário, com 

algumas perguntas sobre o uso de cigarro e de bebidas alcoólicas, alimentação, 

atividade profissional, hábitos sociais que podem ter relação com o problema em 

questão. Tais informações são CONFIDENCIAIS, e o sigilo absoluto está garantido. 

Para o estudo, será necessário coletar cerca de 2.0 ml de saliva que você irá cuspir 

em um pote de plástico além de um raspado de células do interior da sua boca, que 

será feita com uma escova e um fragmento de 0.5 cm do tumor que será retirado 

durante o procedimento cirúrgico para diagnóstico e/ou tratamento. Alguns pacientes 

serão convidados a participar mas que não possuem nenhum tumor e suas 

amostras servirão de comparação com pacientes com câncer de boca. O material 

será adequadamente armazenado para ser utilizado posteriormente. 

Não existe risco de contaminação. O material utilizado para coleta de saliva é 

descartável e o material utilizado nos procedimentos cirúrgicos é esterilizado. Em 

decorrência do procedimento cirúrgico, que poderá ser uma biópsia ou mesmo o 

tratamento você poderá sentir um pouco de dor, ter ferimento na boca semelhante a 

uma afta, irritação no local, infecção, ou ainda sangramento. Tais sintomas são os 

próprios sintomas decorrentes do procedimento, não havendo um agravamento por 

participar do estudo. Você sairá do procedimento com receita e orientação para dor 

ou sangramento. Caso haja algum problema maior, você poderá entrar em contato 

com os pesquisadores, e os mesmos o atenderão rapidamente para a resolução do 

problema. Na grande maioria das vezes isto não lhe trará nenhum prejuízo, pois não 

são complicações graves e nem vão alterar o seu tratamento. 

O material coletado será analisado no laboratório de Patologia da Faculdade de 

Odontologia ICT-UNESP ou em outro laboratório de anatomia patológica. O material 

armazenado em blocos de parafina ficará guardado por muitos anos, e poderá ser 

utilizado em outras pesquisas do mesmo tipo. Em nenhum momento da pesquisa 

será realizado algum tipo de manipulação genética ou modificação do DNA. 

Sua participação é voluntária e poderá trazer benefícios diretos para os estudos do 

impacto do tratamento do câncer, do tabagismo, etilismo ou outro fator relacionado a 

doença. As informações obtidas serão analisadas sem que seu nome apareça. O Sr 

(a) tem o direito de ser informado sobre os resultados finais ou parciais. Se tiver 
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alguma consideração ou dúvida sobre a ética do desenvolvimento do projeto, poderá 

entrar em contato com o Comitê de Ética (CEP) do Instituto de Ciências e 

Tecnologia de São José dos Campos – UNESP, situado na Av. Engº Francisco José 

Longo, 777 – CEP 12245000, São José dos Campos-SP, fone 012-3947-9028, e-

mail ceph@fosjc.unesp.br e comunicar-se com a Coordenadora Profa. Dra. DENISE 

NICODEMO. Informo que está garantida a sua liberdade de retirada do 

consentimento e de participação a qualquer momento. Também não haverá custo 

nem pagamento pela sua participação voluntária. 

 

Eu.____________________________________ portador do RG de número 

____________________declaro que, o pesquisador ________________________ 

me convidou a participar dessa pesquisa. tendo me explicado detalhadamente a 

finalidade, e lendo comigo este termo de consentimento. Minhas dúvidas foram 

esclarecidas. Autorizo a utilização das informações que foram por mim fornecidas ao 

responder os questionamentos e dos resultados obtidos. Declaro conhecer o que 

será feito, que será garantida a confidencialidade e o acesso permanente aos 

esclarecimentos, e que minha participação não implicará em nenhum custo. 

Sendo assim, ACEITO participar. Caso seja de minha vontade posso desistir a 

qualquer hora sem que haja nenhum prejuízo ao meu tratamento. 

 

Assinatura do paciente 

 ________________________________________________________ 

 

Assinatura do Pesquisador 

________________________________________________________ 

       

 

 

São José dos Campos,        de                      de 20 
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APÊNDICE B – Ficha de coleta de dados sobre o estudo 

 
Parte I – Dados gerais e consumo de carcinógenos 
 

Nome: 

Sexo: Cor:  

Idade: Data Nasc:  

Residência: 

Bairro: Cidade: 

Estado:  Fone: 

Profissão: 

Você fuma? 

Se fuma, qual o tipo? 

Há quanto tempo? 

Qual a frequência do seu consumo de cigarros?  

Quantos cigarros/dia? 

Caso ex-fumante, parou há quanto tempo? 

Você faz uso de bebidas alcoólicas mesmo que seja com pouca frequência? 

Sim Não 

Qual a frequência do seu consumo de bebidas alcoólicas? 

Diário (˃1x/dia) Diário (1 x ao dia) 

1 a 3 vezes por semana Mensal 

Que tipo de bebida você consome quando bebe? 

Cerveja Uísque 

Batida Vinho 

Caipirinha Outras 

Quantas doses (copos) você consome num dia típico em que está bebendo? 

1 a 2 10 ou mais 

3 a 4 Cerveja 350 ml 

5 a 6 Vinho 120 ml 

7 a 9 Destilado (whisky, vodca, pinga) 36 ml 
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Você faz uso de cigarro e álcool simultaneamente? 

Sim Não 

Quando você bebe, consome mais cigarro? 

Sim Não 

Quanto a mais você consome? 

Você faz, ou já fez, uso de outras substâncias químicas? 

Sim Não 

Quais? 

Com que frequência você consome, ou consumia, estas substâncias? 

Diário (˃1x/dia) 1 a 3 vezes por semana 

Diário (1 x ao dia) Mensal  

Faz uso de algum medicamento? 

Sim Não 

Qual(is)? 

Fonte: Elaborada pelo autor.  

 

Exame clínico: 

 

1) Extra-bucal 

 

 

 

 

2) Intra-bucal 

 

 

 

 

3) Teste de Fagerström para dependência a cigarros (TFDC) 



66 
	

	 	 	
	

Parte II - Estadiamento (TNM) e tratamento oncológico 
 
 

Neoplasia de cavidade bucal 

S
íti

o 
pr

im
ár

io
 (e

pi
ce

nt
ro

 d
a 

le
sã

o)
 

Palato duro 
Soalho  

Soalho  
Língua 

Direito 
Esquerdo 
Anterior 

Língua 

Ventre 
Dorso 
Bordo D 
Bordo E 

Gengiva 

Superior 
Inferior 
Direita 
Esquerda 

Área retromolar D 
Jugal D 
Jugal E 
Retromolar E 

Tr
at

am
en

to
 

Cirúrgico Exclusivo 
Radioterápico Exclusivo 
Quimioterápico Exclusivo 
Cirurgia + Radioterapia Complementar 
Cirurgia + Radioterapia E Quimioterapia Complementar 
- Radioterapia + quimioterapia 
- Dose Radioterapia 
- Quimioterápicos utilizados 
- Protocolo Utilizado 

E
st

ad
ia

m
en

to
 TNM pré-operatório 

TNM pós-operatório - Achados patológicos: 
Margem livre X comprometida 
Linfonodos livres X comprometidos 
Extravasamento extra capsular 
Estágio Clinico  

Fonte: Elaborada pelo autor.  
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APÊNDICE C – Teste de Fagerström para Dependência a Cigarros 

 
 

Teste de Fagerström para Dependência a Cigarros 

1) Quanto tempo, logo após acordar, você fuma o 1º cigarro? 

Dentro de 

5 minutos (3) 

Entre  

6-30 min (2) 

Entre  

31-60 min (1) 

Após 

60 min (0) 

2)Para você é difícil não fumar em lugares proibidos? 

Sim (1) Não (0) 

3) Qual dos cigarros que fuma durante o dia lhe dá mais satisfação? 

O primeiro da manhã (1) Os outros (0) 

4) Quantos cigarros você fuma por dia? 

Menos de 10 

(0) 

Entre 10-20 

(1) 

Entre 21-30 

(2) 

Acima 31 

(3) 

5) Você fuma frequentemente pela manhã? 

Sim (1) Não (0) 

6) Você fuma mesmo doente, quando precisa ficar acamado a maior parte do 

tempo? 

Sim (1) Não (0) 
Fonte: Fagerström, 2012 

 

 

Pontos DN 

0 – 2 Muito baixa 

3 – 4 Baixa 

5 Moderada 

6 – 8 Elevada 

9 – 10 Muito elevada 
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ANEXO A – Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa  
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ANEXO B – AUDIT 
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