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Bandeira CM. Estudo da expressao génica dos principais metabolizadores de fase Il
de xenobidticos: GSTM1, GSTP1 e GSTT1 em carcinoma de células escamosas
bucal [tese]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2018.

RESUMO

Tabaco e alcool sdo considerados os principais fatores de risco para o carcinoma de
células escamosas (CCE) bucal contribuindo de maneira desfavoravel para o
tratamento e desfecho clinico. Seus carcinégenos sdo metabolizados em duas
fases, sendo a segunda fase realizada pelas Glutationa S-transferases (GSTs). O
objetivo do presente estudo foi avaliar a expressdo génica da forma selvagem dos
genes GSTM1, GSTP1 e GSTT1 por qPCR em 33 amostras de CCE bucal de
fumantes, ex-fumantes e ndo fumantes, e 15 controles em busca de uma correlagao
clinica com consumo de tabaco, alcool e estadiamento clinico. A dependéncia
nicotinica foi avaliada pelo Teste de Fagerstrom pra Dependéncia a Cigarros (TFDC)
e para consumo de etilicos o Teste AUDIT. Foi observado aumento da expressao de
GSTM1 no Grupo CCE fumante em relagdo ao Grupo Controle (p=0,0161).
Contrariamente, foi encontrada uma menor expressao de GSTT1 no Grupo CCE
fumante em relagdo ao Grupo Controle fumante (p=0,0183). No grupo CCE fumante
nao foi encontrada uma correlagéo entre a expresséo dos genes estudados e fatores
ligados ao tabagismo, etilismo e estadiamento clinico. No grupo Controle fumante,
houve correlagdo entre teste AUDIT e a expressdo de GSTM1 (p=0,0000). Para
GSTP1 e GSTT1 houve correlagao entre a expressao quando comparada a idade do
paciente (p=0,0008; p=0,0095), idade de inicio do tabagismo (p=0,0033; p=0,0081),
TFDC (p=0,0102; p=0,0085) e AUDIT (p=0,0052; p=0,0219) respectivamente. Para
GSTT1 foi encontrada uma correlagao entre a expressdo e numero de cigarros/dia
(p=0,0175). Concluimos que as formas selvagens das GSTs estudadas
apresentaram uma alta expressdo nas amostras de CCE bucal, entretanto,
quantitativamente essa expressao foi baixa, com grande variabilidade interindividual.
Outrossim, ndo houve uma correlagdo direta entre niveis de expressdo, carga
tabagica, TFDC, teste AUDIT e estadiamento clinico. O aumento da expressao de
GSTM1 e GSTP1 parece nao ter tido um efeito protetor. A baixa expressdo de
GSTT1 em pacientes fumantes com CCE bucal se mostrou um potencial marcador a
ser avaliado em pacientes fumantes que ainda ndo desenvolveram uma neoplasia
maligna.

Palavras-chave: Neoplasias bucais. Mucosa bucal. Carcinogénese. Carcinoma de
células escamosas. Expressao génica. Xenobioticos.



Bandeira CM. Study of the gene expression of the main xenobiotic phase Il
metabolizers: GSTM1, GSTP1 and GSTT1 in squamous cell carcinoma of the oral
cavity [doctorate thesis]. Sdo José dos Campos (SP): S&o Paulo State University
(Unesp), Institute of Science and Technology; 2018.

ABSTRACT

Tobacco and alcohol are considered to be the main risk factors for oral squamous
cell carcinoma (SCC), contributing to treatment and clinical outcome. Its carcinogens
are metabolized in two phases, being the second phase carried out by Glutathione S-
transferases (GSTs). The objective of the present study was to evaluate the wild-type
gene expression of the GSTM1, GSTP1 and GSTT1 genes by qPCR in 33 samples
of oral SCC from smokers, former smokers and nonsmokers, and 15 controls looking
for a clinical correlation with tobacco and alcohol consumption and clinical staging.
Nicotinic dependence was assessed by the Fagerstrém Test for Cigarette
Dependence (TFCD) and alcohol consumption by the AUDIT Test. Increased
expression of GSTM1 in the Smoker SCC Group was observed in relation to the
Control Group (p=0.0161). Conversely, a lower expression of GSTT1 was found in
the smoker SCC group compared to the Smoker Control Group (p=0.0183). In the
smoker SCC group, no correlation was found between the genes expression studied
and factors related to smoking, alcoholism and clinical staging. In the Smoker Control
Group, there was a correlation between the AUDIT test and the GSTM1 expression
(p=0.0000). For GSTP1 and GSTT1, there was a correlation between the expression
compared with the patient's age (p=0.0008, p=0.0095), age of starting smoking
(p=0.0033, p=0.0081), FTCD (p=0.0102, p=0.0085) and AUDIT (p=0.0052,
p=0.0219) respectively. For GSTT1 a correlation was found between expression and
number of cigarettes/day (p=0.0175). We concluded that the wild forms of the GSTs
studied presented a high expression in the samples of oral SCC; however,
quantitatively this expression was low, with great interindividual variability. Also, there
was no direct correlation between levels of expression, pack-years, FTCD, AUDIT
Test and clinical stage. Increased expression of GSTM1 and GSTP1 appears to have
had no protective effect. The low GSTT1 expression in smokers with oral SCC was
shown to be a potential marker to be evaluated in smoker patients who have not yet
developed a malignant neoplasm.

Keywords: Mouth neoplasms. Buccal mucosa. Carcinogenesis. Gene expression.
Squamous cell carcinoma. Xenobiotics.
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1 INTRODUGAO

Cancer atualmente € um dos principais desfios de saude publica no mundo.
Nos paises desenvolvidos esta relacionado ao nivel socio cultural mais alto e
populagdes com maior longevidade, embora suas maiores consequéncias em
termos de morbimortalidade, seja em popula¢des de baixa renda e principalmente
de paises em desenvolvimento (World Health Organization, 2015a).

Dados da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) estimaram para o ano de
2012 que 57% de todos os casos de cancer ocorreriam no continente Africano, Asia
e Américas Central e do Sul, e seriam responsaveis por mais de 70% das mortes por
cancer no mundo. Para as préximas duas décadas € esperado aumento de 70% no
numero de casos diagnosticados (World Health Organization, 2015a).

As neoplasias malignas da boca e faringe ocupam a sexta posicado mundial
para homens e mulheres, mostrando grandes variagées de acordo com diferentes
regides do planeta. E altamente incidente em paises como Papua-Nova Guing,
Bangladesh, Hungria e Sri Lanka (Johnson, 2001; Wunsch-Filho, 2002; Wunsch-
Filho et al., 2010).

O carcinoma de células escamosas (CCE) €& a neoplasia maligna mais
frequente da regido de cabega e pescogo, com cerca de 90% de todos os casos de
neoplasias malignas do trato aero digestivo superior (NMTADS) (Curado, Hashibe,
2009a; World Health Organization, 2005, 2015a).

Segundo dados da OMS em publicagdo do Cancer Incidence in Five
Continents Database (CIF51X), a cidade de Sdo Paulo tem um dos maiores indices
de carcinoma de boca no mundo e esta entre as cinco cidades com maior incidéncia
(Curado, Hashibe, 2009a; Curado et al., 2009b).

Ao considerar o sexo, o cancer de boca tem uma estimativa de incidéncia
meédia de cerca de onze casos novos por 100.000 habitantes/ano em homens e trés
casos novos por 100.000 habitantes/ano entre as mulheres, para o proximo biénio.
Em numeros absolutos tem ocupado a quinta e a décima segunda colocagao
respectivamente na populacgdo brasileira (Instituto Nacional do Cancer, 2018).

Anteriormente as técnicas de biologia molecular para o estudo das

neoplasias malignas da regido de cabega e pescogo, dentre eles o projeto
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GENOMA* e projeto GENCAPO**, a avaliagcdo de prognostico se baseava na
classificagdo TNM da Union for International Cancer Control (UICC) em associagéo
com a American Joint Committee on Cancer (AJCC) (World Health Organization,
2004). Atualmente tal classificagdo encontra-se em sua oitava edi¢do cuja principal
modificagdo para os tumores bucais foi a inclusdo do parametro de profundidade da
lesdo a classificagdo do tamanho tumoral (T). Ja em relagdo a metastase regional
(N) foi acrescentado o parametro de extensdo extra nodal (ENE) para melhora do
estadiamento da doenga no pescoco (Huang, O’Sullivan, 2017; Lydiatt et al., 2017).

Esta mesma atualizagdo ja considera fatores moleculares, entre eles, a
identificacdo do papiloma virus humano (HPV) como critério prognéstico para os
tumores de orofaringe (Huang, O’Sullivan, 2017).

Estima-se que haja em todo mundo cerca de 1,5 bilhdo de fumantes, ou
seja, um ter¢co da populagdo mundial utiliza algum tipo de tabaco (Glynn et al., 2010;
World Health Organization, 2015a).

O uso abusivo de tabaco e seus derivados € isoladamente a principal causa
de cancer no mundo sendo considerada pela Organizagdo Mundial de Saude uma
doenca. Consta na Classificagao Internacional de Doencga e problemas relacionados
a saude em sua décima revisdo com o CID10-F17 (Wunsch-Filho et al., 2010; World
Health Organization, 2015b).

O etilismo é um fator de risco associado ao processo de carcinogénese no
desenvolvimento das neoplasias malignas do trato aero digestivo superior
(NMTADS). Estudos evidenciam risco aumentado de cancer nos individuos etilistas
quando comparados aos néo etilistas (Hashibe et al., 2009).

O uso abusivo de alcool também é considerado uma doencga, e consta na
Classificacao Internacional de Doencas e problemas relacionados a saude como
CID10-F10 (World Health Organization, 2015b).

O consumo excessivo e diario de cachaga e outras bebidas alcodlicas
aumentam o risco de cancer de boca. Observa-se uma relagao direta entre dose e
efeito, de acordo com quantidade de ingestdo, tempo de duragdo, e consumo
cumulativo de alcool (Franco et al., 1989; Szymanska et al., 2011).

Levando em consideragcao diversos sitios de comprometimento pelas
NMTADS, individuos etilistas tém um aumento do risco de desenvolvimento de
cancer de quatro a cinco vezes para cancer de boca e orofaringe. Nesses pacientes
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podemos observar um efeito somatorio dos riscos, pois mais de 50% apresenta
habito de etilismo e tabagismo associados (Szymanska et al., 2011).

O tabaco, em suas diversas formas de consumo, aliado ao alcool sédo os
maiores fatores de risco das NMTADS. Em relacdo a boca o uso simultaneo
aumenta em até 15 vezes o risco de cancer (Dobrossy, 2005; Gandini et al., 2008
Hashibe et al., 2009; Petti, 2009; Marron et al., 2010; Szymanska et al., 2011).

Apesar desses diferentes fatores exdgenos, bem como de seu grau variavel
de exposi¢ao, podemos observar que nem todos os individuos com esse perfil de
fato irdo desenvolver uma neoplasia maligna bucal. E para tentar explicar um pouco
mais, caracteristicas genéticas individuais tém sido os principais objetos de
pesquisa, inicialmente com estudos de polimorfismos, expressdo génica, mutagao
genética, e mais recentemente fatores epigenéticos.

Os xenobidticos s&o compostos quimicos exoégenos ao organismo
classificados em diversos tipos tais como: substratos quimicos oriundos de
defensivos agricolas, conservantes, produtos de limpeza e farmacos, além de
drogas como tabaco e alcool, os quais sdo utilizados frequentemente pelas
diferentes sociedades (Masood et al., 2011a).

Durante o processo de combustdo do cigarro milhares de compostos
quimicos sao liberados na fumaga fazendo com que os fumantes recebam uma
mistura altamente toxica de substancias como benzopirenos e outros
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP), nitrosaminas tabaco especificas
derivadas da nicotina e seus metabdlitos, benzeno, formaldeidos, monoxido de
carbono, cianetos, acroleina e polonio (World Health Organization, 2014).

Tais compostos sdo metabolizados e detoxificados em duas fases. Na fase |,
tais carcinbgenos s&o modificados e se solubilizam em agua e s&o excretados, ou
ainda se tornam mais eletrofilicos para reagirem na proxima fase pelas enzimas de
fase Il. Geralmente esta fase inicial é feita pelas enzimas da familia Citocromo P450
(Masood et al., 2011b).

Em continuidade a este processo, as enzimas de fase Il, como as Glutationa
S-transferases (GSTs), sdo responsaveis pela transformagdo dos metabdlitos
eletrofilicos provenientes da fase |, ou de xenobidticos diretamente, em compostos
inativos facilmente excretados pelo organismo (Gattas et al., 2006). Além disso,

outras familias de enzimas sao importantes nesse processo de ativagao e
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detoxificagdo dos carcinogenos do tabaco como as substancias Uridina 5'-
difosfatoglucoroniltransferase (UGTs), N-Acetiltransferases (NATs) entre outras
(United States Department of Health and Human Services, 2010).

Oito classes de GSTs foram encontradas em mamiferos, sendo que, ao
menos 16 subunidades sao encontradas na espécie humana, porém somente quatro
tém sido bem caracterizadas como catalizadoras da conjugagédo da glutationa nos
carcinogenos do tabaco (Sheehan et al., 2001).

Sao elas: GSTA1 (alpha), GSTM1™ (mu), GSTP1™ (pi) e GSTT1 (theta).
Além disso, no processo de sintese dessas proteinas pelos seus respectivos genes
uma significante variagdo, ou seja expressdo, pode ocorrer de individuo para
individuo, bem como de tecido para tecido em um mesmo organismo (Rowe et
al.,1997; Sherratt et al., 1997; Mulder et al., 1999).

As enzimas GSTM1, GSTP1 e GSTT1 s&o as principais responsaveis pela
metabolizagdo dos carcindgenos encontrados no tabaco, tais como nitrosaminas
tabaco especificas, benzopirenos, HAP entre outros (Gattas et al., 2006).

Nos ultimos dez anos muita énfase tem sido dada as enzimas de
metabolizacdo de carcinogenos em sua fase | e Il. Desta forma, a diminuicdo de
atividade da enzima GSTM1, isoladamente ou em associagdo a outros genes
polimorficos de fase |, tem sido considerada como fator de risco para o CCE bucal
de individuos de etnia Pashtun dependentes do tabaco (Ali et al., 2017).

A diminui¢cdo das atividades enzimaticas de GSTM1 e GSTT1 confirma um
maior risco para desenvolvimento do CCE bucal, justamente pela ndo conjugacgao da
glutationa aos carcindgenos do tabaco que impediriam a excregdo dos mesmos,
predispondo ao desenvolvimento desta neoplasia (Dong et al., 2017).

Em estudo de pacientes do pais Basco, foi observado que a diminuigao
acentuada e até a total auséncia de expressao do gene GSTT1 era associado a uma
maior carga tabagica (Bediaga et al., 2015).

Em estudo realizado na india com trés grupos de individuos, sendo um
grupo sem lesdo, outro grupo com leucoplasia e o terceiro com CCE bucal, foi
observado que a falta de atividade de GSTM1 tornaria a mucosa bucal mais

susceptivel a acdo de carcindbgenos do tabaco e ao desenvolvimento de um alto

*https://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/2938; **https://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/2944; ***https://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/2950;

**xxhitps://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/2952
Disponivel em: National Center for Biotechnology Information
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grau de displasia em leucoplasia e que, assim aumentaria a susceptibilidade de
transformagao maligna desta desordem (Tanwar et al., 2015).

As GSTs tém sido amplamente observadas em tecidos normais, sendo que
a atividade enzimatica superexpressa de GSTP1 tem sido observada em varios tipos
de CCE, dentre eles os de cabega e pescocgo. Essa alta expressdo em tecidos
tumorais parece ter relagcdo com o grau de inflamagao e influencia diretamente no
resultado clinico dos tratamentos anti-neoplasicos pela resisténcia a determinadas
drogas anticancerigenas. Pacientes com baixa expressdo de GSTP1 mostraram um
melhor progndstico em comparagao aos pacientes que tiveram uma expressdo mais
alta (Yamamoto et al., 2013). Esse achado também foi relatado em estudo brasileiro
sobre expressdo génica de GSTP1 em pacientes com neoplasias malignas
mostrando que o aumento da expressédo pode influenciar na piora do progndstico
dos pacientes principalmente relacionado a metabolizagdo de alguns
quimioterapicos (Soares et al., 2017).

Em relagdo a expressédo génica do GSTP1 foi observado um aumento do
risco de CCE de esodfago significativamente associado a redugédo de sua expressao
(Liu et al., 2012). A baixa expressao de GSTP1 também pode estar relacionada ao
baixo grau de diferenciagdo tumoral. Por este motivo esse gene pode ser um
candidato a gene supressor tumoral, uma vez que pode o mesmo exercer influéncia
sobre a proliferacéo celular, apoptose e outras alteracdes bioquimicas e metabdlicas
durante o processo de carcinogénese (Ma et al., 2015).

Considerando que o CCE é uma doenga multifatorial verifica-se a
oportunidade de avaliar a expressdo génica das enzimas GSTs de fase Il de
metabolizacdo de xenobidticos e correlacionar com alguns dados epidemiolégicos
como o consumo de tabaco, alcool, além de outros fatores como estadiamento
clinico.

O estudo sobre a expresséo desses genes em pacientes portadores de CCE
bucal podera ainda estabelecer alguns critérios de prognostico e a obtencédo de
algum marcador tumoral que possibilite monitoramento de desordens com maior

propenséo a transformag¢ao maligna.
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2 PROPOSIGAO

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho € avaliar a expresséo génica dos genes GSTM1,
GSTP1 e GSTT1 metabolizadores dos xenobioticos de fase Il, pelo método de gPCR

em carcinoma de células escamosas bucal.

2.2 Objetivo Especifico

Estabelecer uma correlagéo clinica entre o perfil de consumo dos principais
fatores de risco, como idade de inicio e tempo de uso do tabaco, carga tabagica,
Teste de Fagerstrom para Dependéncia a cigarros, AUDIT e estadiamento e a
expressado génica das GSTs no processo de detoxificagdo dos carcindbgenos, em

busca de possiveis marcadores tumorais.
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3 MATERIAL E METODOS

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica (ANEXO A)
protocolo n° 1.033.312/2015 PH/CEP e recebeu auxilio pesquisa FAPESP:
2016/08633-0.

Trata-se de estudo caso-controle realizado no periodo de fevereiro de 2015
a fevereiro de 2018, realizado no Instituto de Ciéncia e Tecnologia (ICT-UNESP),
junto ao Departamento de Biociéncias e Diagndéstico Bucal, nas disciplinas de
Propedéutica Estomatologica, Laboratorio de Patologia Bucal e Microbiologia e

Imunologia.

3.1 Selecao da amostra

Apos serem esclarecidos sobre a proposicédo e condi¢cdes deste trabalho, os
pacientes que aceitaram participar da pesquisa assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE A). Todos os pacientes
foram submetidos a exame clinico extra e intra-bucal e responderam a questionario
sob forma de entrevista, com indagacdes sobre frequéncia e quantidade consumida
de cigarros e bebidas alcodlicas.

Nos casos de pacientes com CCE as informagbes sobre o estadiamento
clinico (TNM) e tratamento oncologico foram coletados do prontuario médico. Os
dados obtidos foram anotados em uma ficha de coleta (APENDICE B).

Foram considerados critérios inclusdo: Pacientes acima de 18 anos com
diagnostico de CCE fumantes, ex-fumantes e ndo fumantes. Os critérios de nao
inclusdo: Pacientes que ja foram submetidos a qualquer tipo de tratamento
oncoldgico quer seja cirurgia, radio ou quimioterapia em qualquer érgéo ou sistema,

bem como casos de CCE de labio.
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3.1.1 Grupo1-CCE

Foi constituido de pacientes consecutivos que deram entrada para
diagndstico e tratamento nos servigos de Cirurgia de Cabega e Pescogo do Hospital
Municipal José Carvalho de Florence na cidade de S&ao José dos Campos/SP, do
Hospital e Maternidade Celso Pierro da Pontificia Universidade Catdlica de
Campinas/SP (PUC-Campinas) e do Hospital Municipal Mario Gatti de
Campinas/SP, com idade acima de 18 anos.

Para as analises de perfil tabagico e expressao génica, os casos de CCE
foram subdivididos quanto ao uso de cigarros em dois grupos: Grupo CCE fumante e
Grupo CCE nao fumante.

3.1.2 Grupo 2 - Controle

Foi constituido de pacientes consecutivos pareados por idade, sexo, carga
tabagica e exposi¢cdo ao alcool aos pacientes do Grupo CCE, que apresentaram
algum tipo de lesédo cirurgica benigna bucal e que foram submetidas a bidpsia
excisional, atendidos no ambulatério da Disciplina de Propedéutica Estomatologica
do Departamento de Biociéncias e Diagnostico Bucal do Instituto de Ciéncias e
Tecnologia (ICT-UNESP) e Hospital Municipal José Carvalho de Florence, todos
eles em Sao José dos Campos/SP, além do servigco de odontologia da Prefeitura
Municipal de Sdo Sebastidao/SP.

Para as analises de perfil tabagico e expressdo génica os controles foram
subdivididos quanto ao uso de cigarros em dois grupos: Grupo Controle fumante e

Grupo Controle ndo fumante.

3.2 Avaliagao do Grau de Dependéncia de Nicotina e Perfil Tabagico

A avaliagdo da dependéncia nicotinica foi realizada por meio do Teste de
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Fagerstrom para Dependéncia a Cigarros (TFDC), que €& composto por seis
questdes pontuadas segundo as respostas. De acordo com a pontuagao obtida, os
pacientes foram alocados em cinco categorias em relagdo a dependéncia nicotinica:
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; Fagerstrom, 2012)
(APENDICE B).

Na analise do perfil tabagico foram incluidas perguntas referentes ao
consumo atual, idade de inicio, tipo de cigarro, quantidade e tempo de uso. A
quantificacdo da carga tabagica, ou seja, a quantificacdo de quanto o individuo
fumou até a presente data, foi feita com o calculo de anos-macgo (pack-years) que é
o numero de cigarros fumados por dia, dividido por vinte e multiplicado pelo numero
de anos que o individuo fumou (Reichert et al., 2008).

Em relacdo ao consumo de tabaco foram consideradas as seguintes
definigdes:

- Fumantes ou tabagistas ativos: individuos que fumaram no minimo 100
cigarros na vida e que, durante a entrevista, permaneciam fumando diariamente ou
ocasionalmente;

- Nao fumantes, os individuos que nunca fumaram ou fumaram menos que
100 cigarros na vida e que ndo estavam fumando no momento da entrevista;

- Ex-fumante, os individuo que fumaram no minimo cem cigarros na vida e
que ndo estavam fumando no momento da entrevista (Reichert et al., 2008).

Para fins de analise dos niveis de expressdo génica e de exposicdo aos
carcinogenos do tabaco durante a vida, os individuos ex-fumantes foram alocados

dentro do Grupo fumante.

3.3 Avaliagao do consumo de alcool

Foram feitas perguntas sobre uso regular de etilicos. Foi utilizado para
avaliar o consumo de risco pelo uso do alcool Teste de AUDIT (ANEXO B) (Moretti-
Pires, Corradi-Webster, 2011).

O AUDIT é composto por 10 questbes pontuadas que identificam quatro
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padrées de consumo de alcool: uso de baixo risco (provavel auséncia de problemas
devido ao consumo), uso de risco (provavel presengca de problemas devido ao
consumo), uso nocivo (provavel existéncia de problemas devido ao consumo) e

provavel dependéncia (Quadro 1).

Quadro 1 — Classificagao do nivel de risco do uso do alcool segundo o AUDIT

Pontuacao do AUDIT Nivel de Risco
Oa7 Consumo de Baixo Risco
8a15 Uso de Risco
16a19 Uso Nocivo
20a40 Provavel Dependéncia

Fonte: Universidade Estadual Paulista, 2017.

3.4 Coleta das amostras

As amostras foram coletadas de mucosa bucal da seguinte forma:

a) Coleta de um fragmento de 0,5 x 0,5 x 0,5 cm da lesdo de pacientes com
CCE bucal, durante a cirurgia de bidpsia incisional da lesdo ou de seu
tratamento cirurgico;

b) Nos casos de pacientes dos grupos controle submetidos a algum tipo de
bidpsia de lesdo benigna, foi utilizada borda de tecido sadio ao redor da

mesma com as dimensdes especificadas.

As amostras foram armazenadas em 0,5 ml da solugdo Allprotect tissue
reagent (Qiagen, CA. USA) overnight em frasco Eppendorff a temperatura de 4°C, e
apo6s este periodo a -80°C. Toda a parte experimental foi realizada no laboratério de
Microbiologia e Imunologia do ICT-UNESP.
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3.5 Extracao e quantificagao do RNA

Foi realizada a extragdo de RNA de uma amostra de tecido (figado), que
usualmente expressa os genes alvos, para utilizagdo na avaliagdo das curvas de
eficiéncia dos primers. Todas as amostras foram avaliadas por meio da adi¢cdo de 1
microlitro (ML) de RNA para medir a absorbéancia a 260 (A260) e 280 (A280) nm no
NanoDrop® 2000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE,
USA). A pureza, que indica a qualidade do RNA, foi analisada por meio das
proporcdes A260/A280 e A260/A230, sendo que em relagédo a propor¢cao A260/A280
valores obtidos estavam entre 1,8 e 2,0 e para A260/A230 valores proximos de 1,2.

3.6 Escolha dos genes estudados

O gene que codifica as enzimas da familia Glutationa S-transferases séo
altamente polimorficas, variando sua prevaléncia entre as diversas populagoes.
Devido a grande miscigenagao entre os trés principais grupos étnicos responsaveis
pela colonizagdo brasileira (europeus, indios e africanos) a prevaléncia destes
polimorfismos € baixa em nosso pais.

Por este motivo optamos pela escolha de genes selvagens os quais se
apresentam mais prevalentes (da Fonte de Amorim et al., 2002; Rossini et al., 2002,
2007; Ribeiro Pinto et al., 2003)

3.7 Anadlise da expressao génica

Para avaliacdo da expressao génica foi realizada extragdo de RNA total dos
fragmentos teciduais coletados e que estavam conservados em freezer -80°C em

solugédo conservante Allprotect Tissue Reagent. Apos serem retiradas do freezer e
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lavadas com agua livre de nuclease o material foi colocado em um cadinho de
porcelana e adicionado nitrogénio liquido onde se processou a trituragdo da amostra
de tecido com o auxilio de um pistilo.

A seguir ap6s a liofilizagdo do tecido as amostras foram entdo centrifugadas
a 12.000 rpm, durante 15 min e a 4°C. ApdGs a remogao do sobrenadante, o pellet
celular foi processado, incubando-se por 10 min 1 ml de TRIzol kit (Ambion, Inc.,
Carlsbad, CA, USA), posteriormente a homogeneizacdo. Foi adicionado 200 pL de
cloroférmio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), agitando-se vigorosamente com a
mao por 15 s e incubando-se por 15 min. O conteudo foi centrifugado a 12.000 rpm,
por 15 min e a 4°C. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo, evitando tocar
na interface. Foram adicionados 500 uL de alcool isopropilico 100% (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) agitando-se, gentilmente, por invers&o, 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 alcool etilico 75% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), agitando-se no vortex e centrifugando-se a 12.000 rpm, por 10 min e a 4°C. O
sobrenadante foi removido e o pellet secado a temperatura ambiente por 10 min.
ApoOs esse procedimento, foi adicionado 20 yL de RNA Storage buffer (Ambion Inc.,
Carlsbad, CA, USA) e incubado a 55°C por 10 min. Um microlitro de RNA foi usado
para medir a absorbéncia a 260 (A260) e 280 (A280) nm no NanoDrop 2000
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA) para cada
amostra.

O RNA total extraido foi tratado com DNase | (Turbo DNase Treatment and
Removal Reagents - Ambion Inc., Carlsbad, CA, USA) utilizando 2 pg do RNA obtido
pela extragdo. Depois foi adicionado 1 uL de Reaction Buffer, 2 yL de DNase | e
agua livre de nuclease até o volume de 10 pL; homogeneizado no vortex e
centrifugado brevemente. Foi incubado em termociclador a 25°C por 15 min. Em
seguida, foi adicionado 1 yL de EDTA e homogeneizado com a pipeta. Finalmente,
incubado a 65°C por 10 min.

Apés o tratamento com DNase |, 1uyg de RNA foi transcrito a cDNA
utilizando-se o Kit SuperScript® Il First-Strand Synthesis SuperMix for qRT
(Invitrogen, Carlsbad, USA). Foi adicionado Enzima mix (contendo Rnase Out e
Superscript Ill), Reaction mix (2,5 uyM), random hexamers (2,5 ng/uL), solugdo de
RNA e agua livre de nuclease para um volume final de 20 pyL. O produto da reagao
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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 utilizag&o.

Inicialmente foram testados trés genes de referéncia ACTB (Beta Actina),
GAPDH (Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase), e TUBA1c (Tubulin Alpha 1c), mas
ao final foi selecionado o TUBA1c com maior compatibilidade pela amostra, pois a
eficiéncia de amplificacédo (E) dos genes alvo e do de referéncia 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 equagéo:

E = (10 -1/slope —1) x 100

Para cada iniciador foi realizada uma curva padréao absoluta com a finalidade
de calcular o E.

As médias dos valores de Cycle Threshold (Ct) foram utilizadas para calcular
a expressao dos genes alvo com normalizagdo dos genes de referéncia. O Ct € o
ponto correspondente ao numero de ciclos a partir do qual a amplificagdo atinge um
dado limiar que permite a analise quantitativa da expressado do gene alvo avaliado.
Os resultados foram obtidos como valores relativos da expressao génica, com base

na formula 2°24¢7

em comparacgdo ao gene de referéncia, previamente selecionado, e
que resulta em valor 1 (Livak, Schmittgen, 2001).

As sequéncias dos iniciadores foram confirmadas no site do NCBI/Gene
Bank, as quais foram especificas para a espécie homo sapiens e homologia. O
método gPCR avaliou a quantidade do produto cDNA na fase exponencial da reagao
de amplificacdo. Para o sistema de detecc¢ao, foi utilizado o fluor6foro SYBR® Green
(Kit Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG Invitrogen, Carlsbad, USA).

A gPCR foi realizada adicionando-se 10 pL de Kit Platinum® SYBR® Green
qgPCR SuperMix-UDG, 1 pL de ROX (corante de referéncia), 0,5 uL de primer
foward, 0,5 yL de primer reverse, 4uL de cDNA diluido (1:5) e agua livre de
RNAase/DNAase para atingir o volume final de 25 pL; com posterior incubagao no
aparelho StepOnePlus™ System (Applied Biosystems, Framingham, MA, USA). As
condi¢gbes de amplificagdo 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.
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A deteccédo da fluorescéncia no fim da etapa de cada ciclo da gPCR permitiu
a monitoracdo da quantidade crescente de cDNA amplificado, sendo os dados
obtidos analisados no software do equipamento de gPCR. A sequéncia dos primers
dos genes avaliados, bem como dos genes de referéncia pode ser observada na
quadro 2.

Foram realizados testes de eficiéncia dos primers (Bustin et al., 2009) e
padronizacado da quantidade de cDNA, concentragcédo e temperatura de anelamento.
Todos os primers designados para o experimento apresentaram uma eficiéncia entre
95 e 154%.

Quadro 2 — Sequéncia de primers escolhidos para o estudo

Genes Nome do Sequéncia dos primers
oligonucleotideo Foward Reverse
GSTM1 ACTTGATTGATGGGGCTCAC | ATGGTTGTCCATGGTCTGGT
es?uednaedsos GSTT1 GTTGCTCGAGGACAAGTTCC | ATCAGCTCCGTGATGGCTAC
GSTP1 CAGGTGTCAGGTGAGCTCTG | ATGACCCGTTACTTGGCTGG
ACTB CCAACCGCGAGAAGATGAC | GCCGATCCACACGGAGTACT
Gemis d.e TUBA1c CCGGGCAGTGTTTGTAGACT | TTGCCTGTGATGAGTTGCTC
referéncia GAPDH CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC | TTGACTCCGACCTTCACCTT

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.8 Analise estatistica

Todos os resultados foram correlacionados com os dados clinicos, com os

de consumo de tabaco, uso de alcool e estagio da doenga. A comparagdo da

expressdo génica entre os grupos foi realizada pelos testes de Mann-Whitney e
Kruskal-Wallis.

Para correlagdo da expressdo génica com dados gerais da amostra foi

utilizada correlagdo de Spearman.

Em todos os testes foi adotado nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Amostra

Ao todo foram coletadas 60 amostras (37 de CCE e 23 de controle). Contudo
foram excluidas das analises 4 amostras de CCE e 8 de controle, pois nao
apresentaram quantidade suficiente de RNA extraido para realizagdo do gqPCR
durante os testes laboratoriais. O estudo foi composto por 48 amostras, sendo 29
amostras de homens e 19 de mulheres, divididos em dois grupos: CCE e Controle
(Figura 1).

Figura 1 — Fluxograma esquematico com os componentes da amostra

22 homens ]
Fumantes H 27 individuos
‘ Grupo CCE 5 mulheres
33 individuos /’ 2 homens ]
N&o fumantes — 6 individuos
4 mulheres
6 homens ]
Fumantes H 9 individuos
Grupo Controle S
15 individuos /’ 2 homens ]
N&o fumantes — 6 individuos
4 mulheres

Fonte: Elaborada pelo autor.

Dentre os fumantes casos e controles, foi observada que boa parte dos
individuos comegou a fumar por volta da infancia e adolescéncia. Apresentaram uma
grande quantidade de cigarros fumados diariamente, a maioria com um tempo de
uso acima de trinta anos, e uma carga tabagica elevada. De acordo com Teste de
Fagerstrom para dependéncia ao cigarro, foi observada uma dependéncia elevada
em ambos os grupos, bem como um padrao de consumo de risco segundo AUDIT.

Considerando o estagio da doenga por ocasido da coleta de material para
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diagnostico, tratamento e pesquisa, 21 (63,63%) pacientes portadores de CCE
estavam em fase avangada da doenca nos estagios lll e IV (Tabela 1). As variaveis
demograficas e de perfil tabagico dos 36 individuos fumantes dos dois grupos
avaliados encontra-se descritos na tabela 1.

Tabela 1 — Descrigao das variaveis e perfil tabagico dos casos de CCE e controles

fumantes
Variaveis Grupo CCE fumante Grupo Controle fumante
n 27 9
Sexo
- Homens 22 6
- Mulheres 5 3
Idade, anos 59,4 £ 13,2 54,6 £ 11,2
- Homens 59,0 £ 11,0 (39 — 82) 55,8 £ 9,8 (37 — 65)
- Mulheres 61,4 £ 22,1 (28 — 88) 52,0 £ 15,7 (34 — 63)

Inicio uso do tabaco, anos

- Homens
- Mulheres

Tempo de uso, anos

- Homens
- Mulheres

Quantidade de cigarros fumados/dia

- Homens

- Mulheres

Carga tabagica, anos-mago
- Homens

- Mulheres

Fumantes ativos

- Homens
- Mulheres

Teste de Fagerstrom, pontos

- Homens

Baixa a moderada (0 —-5)
Elevada a muito elevada (6 — 10)
- Mulheres

Baixa a moderada (0 —-5)
Elevada a muito elevada (6 — 10)

17,316,9

16,7 £6,5 (5 31)
20 + 8,8 (9 — 30)

38,4+16,6
40,6 + 15,5 (16 — 70)
28,8 £ 19,6 (7 — 57)
23,8+£9,4
25,9 + 8,5 (10 — 40)
14,6 +7,8 (3-20)
45,5 + 27,5
51,6 £ 26,2 (10,5 — 126)
18,4 + 13,9 (3,5 - 39)
19 individuos

17
2
52+%2,2

56+1,8
10
12

36+238

3
2

159154

14,5+ 2,8 (9 -16)
18,7 £9,0 (13 — 29)

34,2197

37,5+ 9,7 (21 — 48)
27,7 £ 6,8 (20 — 33)

31,1 £ 20,1

38,3+ 17,2 (20 — 60)
16,7 £ 20,2 (4 — 40)

57,7+41,9

73,5+ 37,8 (21 -110)
26,2 + 34,5 (7,5 - 66)

7 individuos

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Os dados gerais dos participantes ndo fumantes estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2 — Descricao das variaveis da amostra dos casos de CCE e controles nao

fumantes

Variaveis

Grupo CCE nao fumante

Grupo Controle nao fumante

Sexo
Homens
Mulheres
Idade (anos)
Homens

Mulheres

52,51+17,2

72+£12)7

428+7,8

46 £9,8

55,6 +2,1
41,3+8,3

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para os grupos CCE a classificagdo segundo o sistema TNM esta descrita

no quadro 3.

Quadro 3 — Descri¢cao dos Estagios das amostras de CCE

Grupos Estagio Homens Mulheres Total
I 1 (4,50%) 0 1(3,70%)
CCE Il 4 (18,18%) 2 (40,00%) 6 (22,22%)
fumante ]! 5(22,72%) 1 (20,00%) 6 (22,22%)
v 12 (54,54%) 2 (40,00%) 14 (51,85%)
Total 22 (100,00%) 5(100,00%) 27 (100%)
| 1 (50,00%) 0 1(16,66%)
CCE n3o fumante Il 0 4 (100,00%) 4 (66,66%)
[l 0 0 0
v 1 (50,00%) 0 1(16,66%)
Total 2 (100,00%) 4 (100,00%) 6 (100%)

Fonte: Elaborado pelo autor.

A classificagdo segundo AUDIT pode ser observada no quadro 4.
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Quadro 4 — Descri¢ao dos valores do teste AUDIT para todos os participantes

AUDIT, pontos Grupo CCE Grupo Controle (Erupo CCE GrLIpo Controle
fumante fumante nao fumante nao fumante
n 27 (100,00%) 9 (100,00%) 6 (100,00%) 6 (100,00%)
Homens 22 (81,48%) 6 (66,66%) 2 (33,33%) 2 (33,33%)
Nao faz uso - 3 (50,00%) - 1 (50,00%)
Baixo risco 3 (13,63%) 1(16,66%) 2 (100,00%) 1 (50,00%)
Consumo de risco 13 (59,09%) 1(16,66%) - -
Alto risco 4 (18,18%) 1(16,66%) - -

Provavel dependéncia

2 (9,09%)

Mulheres

5 (18,51%)

3 (33,33%)

4 (66,66%)

4 (66,66%)

Nao faz uso - 1(33,33%) 2 (50,00%) 3 (75,00%)
Baixo risco 3 (60,00%) 1(33,33%) 2 (50,00%) 1 (25,00%)
Consumo de risco 1 (20,00%) 1 (33,33%) - -
Alto risco 1 (20,00%) - - -

Provavel dependéncia

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2 Expressao génica

A avaliagdo da expressdo génica foi realizada para os genes: GSTM1,

GSTP1 e GSTTA1.

4.2.1 Expressao de GSTM1

Nas amostras de 33 pacientes com CCE houve expressao para GSTM1 em

31(94%). Os resultados de express&o génica indicaram um aumento da expressao
no Grupo CCE fumante quando comparados com o Grupo Controle fumante de
acordo com Teste de Mann-Whitney (p=0,0161).

O mesmo n&o ocorreu para o Grupo CCE nao fumante quando comparado
ao Grupo Controle ndo fumante, como pode ser observado na figura 2. Nado houve
diferenga estatisticamente significativa entre os quatro grupos avaliados de acordo
com teste de Kruskal-Wallis (p=0,0957).



Figura 2 — Grafico da expressé&o do gene GSTM1 nos quatro grupos avaliados
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Fonte: Elaborada pelo autor.

]
Controle fumante

2-AACT

CCE fumante

) ]
Controle nao fumante CCE nao fumante

35

Tabela 3 — Valores de correlagao linear de Pearson (R) e respectivo p valor entre

expressdo génica de GSTM1 e as variaveis em analise: idade, numero de cigarros

fumados/dia, idade de inicio do tabagismo, tempo de uso, carga tabagica, Teste de

Fagerstrom, AUDIT e estagio da doenga (CCE)

GSTM1 Nu:eero Inicio Tempo Carga
Nivel de Idade . . P . g Fagerstrom AUDIT Estagio
- cigarros/ tabagismo de uso tabagica
Expressao .
dia
CCE -0,0569 -0,0741 -0,0343 -0,1483 -0,1232 0,1478 0,2470 -0,1645 *
fumante
n=26 0,7824 0,7190 0,8678 0,4696 0,5488 0,4711 0,2237 0,4221 #
cCE -0,8000 *% *% *% *% *% *% _0,31 62 *
nao fumante
n=5 0,1333 * * * * ** -0,7906 0,5333 #
Controle -0,0082 0,0449 -0,56224 0,3123 -0,0237 -0,3752 -0,6018 * *
fumante
n=7 0,9682 0,8276 -0,5224 0,1203 0,9084 0,0589 0,0000 ** #
Controle néo 0,0526 *k *k *k *k *k *k *k *
fumante
n=4 0’9333 *% *% *% *% *Kk *% *% #

*Coeficiente de correlagdo de Spearman; # p-valor; * Nao realizado.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A correlagcdo de Spearman foi realizada entre a expressédo génica de GSTM1

nos quatro grupos avaliados comparados com idade, numero de cigarros fumados

ao dia, inicio do tabagismo, tempo de uso de cigarros, carga tabagica, Teste de
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Fagerstrom, AUDIT e estagio da doencga. Houve correlagdo entre o AUDIT e a
expressao no Grupo Controle fumante, porém inversa, ou seja, quanto maior AUDIT,
menor a expressao de GSTM1 (p=0,0000) (Tabela 3).

Foi avaliada a express&o génica individual de GSTM1 em relagdo a carga
tabagica para o Grupo CCE fumante. Nado houve uma relagdo direta entre a carga
tabagica e a expressdo mostrando uma distribuicdo aleatéria entre os diversos
niveis de exposigédo de carga tabagica.

Em cinco amostras de individuos ndo tabagistas houve a expressdo de
GSTM1. Também n&o foi observada relagdo com o sexo. A expressdo génica

individual de GSTM1 em relacdo a carga tabagica esta ilustrada na figura 3.

Figura 3 — Expressédo génica individual de GSTM1 em relagcdo a carga tabagica
(anos-maco) na amostra de pacientes com CCE bucal
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Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2.2 Expressao de GSTP1

Vinte e nove amostras de pacientes com CCE (88%) expressaram GSTP1.
Na comparagao entre os Grupos CCE fumante e Controle fumante com o grau de
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expressdo génica nao foi observada diferenga estatisticamente significante pelo
Teste de Mann-Whitney (p=0,4890). Da mesma forma, n&o encontramos resultados
significativos quando comparamos a expressao génica nos Grupos CCE e Controle
nao fumantes (p=0,4000).

Foi observado aumento da expressdo do gene GSTP1 do Grupo CCE
fumante em relagdo aos demais grupos, como pode ser observado na figura 4,
porém, esta relagdo nao foi estatisticamente significante.

N&o foi constatada diferenga na expressao do gene GSTP1 entre os Grupos
CCE fumante e ndo fumante, segundo o Teste de Mann-Whitney (p=0,8194).
Quando os quatro grupos foram comparados entre si, ndo houve diferenca
estatisticamente significante pelo Teste de Kruskal-Wallis (p=0,8016).

Figura 4 — Grafico da expresséo génica de GSTP1 nos quatro grupos avaliados
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Na analise do teste de Spearman nao houve correlagao significativa entre a
expressédo do gene GSTP1 e os parametros de tabagismo e etilismo para o Grupo
CCE fumante. No entanto, os individuos do Grupo Controle fumante exibiram uma
correlagao significativa entre os niveis de expressédo génica com a idade (p=0,0008),
idade de inicio do tabagismo (p=0,0033), Teste de Fagerstrom (p=0,0102) e AUDIT
(p=0,0052) (Tabela 4).
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Tabela 4 — Valores de correlagao linear de Pearson (R) e respectivo p valor entre
expressdo génica de GSTP1 e as variaveis em analise: idade, numero de cigarros
fumados/dia, idade de inicio do tabagismo, tempo de uso, carga tabagica, Teste de
Fagerstrom, AUDIT e estagio da doenga (CCE)

GSTP1 Numero
Nivel de Idade . de In|c.|o Tempo Ca’rg.a Fagerstrom AUDIT Estagio
Expressio cigarros/ tabagismo de uso tabagica
P dia
CCE -0,0528 -0,0054 -0,1332 0,2062 0,1509 0,3249 -0,0130 0,0230 *
fumante
n=26 0,7978 0,9792 0,5166 0,3123 0,4618 0,1053 0,9496 0,9113 #
CCE 0,5000 ** ** ** ** xx 0,8660 -0,8660  *
nao fumante
n=3 1,0000 * * * * ** 0,6667 0,0000 #
Controle 0,6181 -0,3105 0,5549 0,1609 -0,1786 -0,5039 -0,5435 *
fumante
n=9 0,0008 0,1227 0,0033 0,4325 0,3826 0,0102 0,0052 #
controle néo 1’0000 *k *k *k *k *k *% *k *
fumante
n=3 0’3333 Kk Kk Kk Kk *% *% *% #

*Coeficiente de correlagdo de Spearman; # p-valor; ** Nao realizado.
Fonte: Elaborada pelo autor.

A expressao génica individual de GSTP1 em relagdo a carga tabagica esta
ilustrada na figura 5.

Figura 5 — Expressao génica individual de GSTP1 em relagdo a carga tabagica
(anos-macgo) na amostra de pacientes com CCE bucal
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Foi avaliada a expressao génica individual de GSTP1 em relagdo a carga
tabagica para os grupos CCE fumante e n&o fumante. Ndo foi observada uma
relagdo entre o nivel de expressdo e a carga tabagica, mostrando ter havido uma
baixa expressdo quantitativa e aleatéria. Também nao foi observada uma relagéo

entre expressao génica individual e o sexo (Figura 5).

4.2.3 Expressao de GSTT1

Os resultados de expressao génica indicaram que o gene GSTT1 foi expresso
em (85%) das amostras dos pacientes com CCE, sendo 24 fumantes e 4 nao
fumantes. Ao se comparar os quatro grupos avaliados em relagdo ao nivel de
expressdo de GSTT1, foi observado uma diferenca estatisticamente significativa
pelo Teste de Kruskal-Wallis (p=0,0236), ilustrada na figura 6.

Figura 6 — Grafico da expresséo génica de GSTT1 nos quatro grupos avaliados
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Na comparacao da expressdo de GSTT1 entre os Grupos CCE fumante e
Controle fumante foi observado que no grupo com cancer houve uma menor
expressao quando comparado ao Grupo Controle fumante e que essa diferenga foi
estatisticamente significante através do Teste de Mann-Whitney (p=0,0183). Porém,
os niveis de expressao entre os Grupos CCE nao fumante e controle ndo fumante,
nao apresentou significancia (p=0,4571). Da mesma forma, ndo houve diferencga
estatisticamente significante entre os Grupos CCE fumante e CCE ndo fumante
(p=0,6418), ambos pelo Teste de Mann-Whitney.

A analise da correlagao entre o nivel de expressdo de GSTT1 e fatores
ligados ao tabagismo, etilismo e estadiamento, ndo foi observada correlagdo
significativa no Grupo CCE fumante.

Tal correlacdo foi observada no Grupo Controle fumante e foi
estatisticamente significante entre o nivel de expressdo génica e idade dos
pacientes (p=0,0095), numero de cigarros fumados ao dia (p=0,0175), inicio do
tabagismo (p=0,0081), Teste de Fagerstrom (p=0,0085), AUDIT (p=0,0219) (Tabela
5).

Tabela 5 — Valores de correlagao linear de Pearson (R) e respectivo p valor entre
expressdo génica de GSTT1 e as variaveis em analise: idade, numero de cigarros
fumados/dia, idade de inicio do tabagismo, tempo de uso, carga tabagica, Teste de

Fagerstrom, AUDIT e estagio da doenga (CCE)

Numero

GSTT1 de Inicio

Tempo

Nivel de
Expressao

Idade

cigarros/
dia

tabagismo

de uso

Carga
tabagica

Fagerstrom

AUDIT

Estagio

CCE
fumante
n=24

CCE
nao fumante
n=4

Controle
fumante
n=8

Controle nao
fumante
n=4

-0,1091

0,6118
0,2000
0,9167

-0,5183

0,0095

*k

*k

-0,2555
0,2282

*k

*k

0,4805
0,0175

*k

*k

0,1346
0,5306

*k

*k

-0,5271
0,0081

*k

*k

-0,1761
0,4105

*k

*k

-0,2707
0,2008

*k

*k

-0,2890
0,1708

*k

*k

0,2959
0,1604

*k

*k

-0,2174
0,3075

*k

*k

0,5242
0,0085

*k

*k

-0,0328
0,8792
0,0000
0,6667
0,5606
0,0219

*k

*k

-0,3967
0,0550
0,3162
1,0000

*k
*k
*k

*k

*Coeficiente de correlagdo de Spearman; # p-valor; ** Nao realizado.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Na figura 7 estd ilustrada a expresséo génica individual das amostras de CCE

fumantes e nao fumantes, e suas respectivas cargas tabagicas.

Figura 7 — Expressao génica individual de GSTT1 em relagdo a carga tabagica
(anos-mago) na amostra de pacientes com CCE bucal
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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5 DISCUSSAO

Neoplasias malignas de cavidade bucal estdo entre as neoplasias mais
incidentes em todo mundo e apresentam uma grande variabilidade entre os diversos
continentes (World Health Organization, 2015a). Dados do Instituto Nacional do
cancer (2018) tém mostrado que no Brasil ocupam a quinta e sétima posigao, entre
homens e mulheres respectivamente e representam um importante problema de
saude publica. O diagnostico precoce com intervengdes terapéuticas menos
agressivas proporcionam maiores possibilidades de cura (Malik et al., 2015).

Tabaco e alcool sdo os principais fatores de risco relacionados a este tipo de
neoplasia. Portanto a exposicdo prolongada aos principais carcindgenos
provenientes desses produtos aumentam as chances de alteracbes celulares e
desenvolvimento do cancer.

Os pacientes acometidos por CCE geralmente tém um perfil de individuos do
sexo masculino, com inicio precoce do consumo de tabaco e alcool, escolaridade e
nivel sécio econdbmico baixos. Assim, medidas de educacao e prevencao devem ser
direcionadas principalmente a esse extrato social como forma de reduzir a incidéncia
deste tipo de neoplasia, como sugerido por Boing et al. (2011).

Em nossos resultados encontramos uma prevaléncia maior de homens
fumantes, que estdo em concordancia com os dados de pesquisa do Vigitel que
também demonstrou uma maior prevaléncia de tabagismo entre homens (12,7%) em
relagdo as mulheres (8%) na populagéo brasileira acima de 18 anos (Brasil, 2017).

O tabagismo entre os grupos CCE e Controle foi semelhante em muitos
aspectos como a media geral de idade, idade de inicio do uso e tempo de uso do
tabaco. Nos dois grupos os homens iniciaram o tabagismo mais cedo, porém o
grupo Controle apresentou uma carga tabagica bem superior quando comparado ao
Grupo CCE fumante devido ao maior consumo diario de cigarros. Este
comportamento mostrou caracteristicas preocupantes uma vez que predispde a um
risco aumentado de desenvolvimento de doengas tabaco relacionadas, dentre elas o
cancer (Hashibe et al., 2009; Warnakulasuriya et al., 2010; Winn et al., 2015).

A dependéncia nicotinica (DN) foi avaliada por meio do TFDC. Em nossa

casuistica observamos que a maioria dos homens com céancer apresentou
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dependéncia elevada ou muito elevada ao contrario das mulheres. Estes achados
foram semelhantes aos encontrados por Almeida et al. (2014) em uma populagéo
com neoplasias malignas de cabega e pescog¢o. Entretanto, Chen et al. (2017) n&o
encontraram diferenga significante entre os valores do TFDC entre homens e
mulheres. Em relagdo ao Grupo Controle fumante houve um equilibrio no grau de
DN entre os homens, com predominio de baixa dependéncia entre as mulheres.

A persisténcia do tabagismo apds o diagndstico de cancer esta relacionada
ao maior risco de desfechos desfavoraveis no tratamento, como recidiva tumoral,
surgimento de segundo tumor primario e complicagdes dos procedimentos cirurgicos
e terapias adjuvantes. Em nossa amostra, 70% continuavam a fumar mesmo apods o
diagnostico do CCE bucal. Estes resultados foram contrarios aos encontrados por
Almeida et al. (2014) onde cerca de 90% dos pacientes haviam parado de fumar.

Ao considerarmos o grau de exposigao dos individuos com cancer fumantes
observamos um prolongado tempo de uso com média geral de cerca de 38 anos e
uma diferenga entre a média do tempo de uso dos homens (40,6 anos) quando
comparado as mulheres (28,8 anos). Entretanto, em ambos os sexos, foi observado
um alto desvio padrdo, mostrando n&o existir um consumo médio uniforme entre os
pacientes. Tal achado sugere uma maior vulnerabilidade das mulheres em relagao
ao uso do tabaco, uma vez que na média, as mesmas fumaram um quarto a menos
que os homens e apresentaram uma neoplasia de boca em estadio avancado. Em
nossa casuistica uma das pacientes apresentava uma lesao estadio IV com apenas
vinte oito anos de idade.

Em concordéncia com este achado, em nossa casuistica tivemos cinco
mulheres fumantes com cancer, sendo quatro acima de 50 anos sem histérico de
reposicao hormonal, o que poderia estar relacionado ao desenvolvimento do cancer.

Dados de literatura tém mostrado que o estrogeno parece ter um papel
protetor importante. Hashim et al. (2017) mostraram que mulheres fumantes em
menopausa, porém em uso de terapia de reposi¢gdo hormonal tiveram uma menor
incidéncia de NMTADS. Observou também que quanto mais precoce o inicio da
reposicdo e quanto maior esse periodo, menores eram 0s riscos das mesmas
desenvolverem este tipo de neoplasia.

Por outro lado, ao contrario desses achados de Hashim et al. (2017), o fator

hormonal n&o pode ser valorizado como fator protetor, uma vez que em nossa
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casuistica quatro mulheres que ainda ndo haviam entrado na menopausa, e também
nao tinham histérico de consumo de tabaco e alcool apresentaram CCE de lingua
em estagio inicial.

Considerando esse fato, Toporcov et al. (2015) também observaram um
aumento crescente dessa forma de apresentacido da doenca em pacientes adultos
jovens, questionando um provavel fator familiar genético desconhecido. No Brasil,
Moysés et al. (2013) analisaram fatores clinicos, patoldégicos e demograficos, e
encontraram uma quantidade consideravel de mulheres jovens que nunca fumaram
ou beberam e que apresentaram CCE bucal.

Embora ja haja uma relacdo estabelecida entre tumores de orofaringe e
HPV, a literatura ainda € controversa particularmente sobre o papel do HPV nas
lesbes da cavidade bucal (Poling et al., 2014). Em estudo realizado por
Kaminagakura et al. (2012) os autores encontraram uma prevaléncia de cerca de
68% de HPV positivo em pacientes adultos jovens. No entanto, boa parte da
amostra era de individuos com histéria de etilismo e tabagismo associado. Em nossa
casuistica tivemos quatro pacientes com idade abaixo de 40 anos, sendo dois deles
fumantes com alta carga tabagica e dois deles sem nenhum histérico de etilismo ou
tabagismo. Seria essa uma forma diferente de manifestagao do CCE bucal ?

Em estudo realizado Juli e Juli (2015), os autores mostraram que fatores
geneéticos tém influenciado as diversas etapas de adigao, predispondo as pessoas a
uma maior vulnerabilidade para o inicio e manutengdo do habito, bem como uma
maior propensao para a dependéncia. Esses resultados mostram a importancia do
componente genético.

Ao considerarmos o comportamento de risco dos individuos para o consumo
de etilicos através do AUDIT, observamos um padrdo diferente entre homens e
mulheres. Cerca de 80% dos homens exibiram um consumo de risco alto e provavel
dependéncia, bem diferente das mulheres, que por consumirem menos
apresentaram menor risco de dependéncia. O consumo de etilicos é de dificil
quantificacdo uma vez que pode ser extremamente variavel durante a vida.

Em geral, o comportamento de consumo e dependéncia esta associado a
problemas sécio econbémicos, desemprego, desajustes emocionais, baixa
autoestima, depressdo, conflitos quer sejam familiares ou no trabalho, como

observado em estudo realizado por Silveira et al. (2012).
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A associagéo entre tabagismo e etilismo no contexto do CCE bucal esta bem
estabelecida. Em nossa amostra, dos 13 individuos com comportamento de risco
observados por meio do AUDIT, seis deles apresentaram escores elevados ou muito
elevados pelo TFDC. Tal situagdo mostrou a relacdo de co-dependéncia entre
multiplos fatores exdgenos nocivos e que potencializam um maior risco de
surgimento de cancer. Esses achados estdo em concordéncia com inumeros
trabalhos que demonstraram a relagao entre as multiplas dependéncias quimicas e o
aumento no risco de céncer (Hashibe et al., 2009; Warnakulasuriya et al., 2010;
Winn et al., 2015).

Ao analisarmos o estagio evolutivo da doenga, cerca de 2/3 encontrava-se
em estagios avangados (lll e 1V), sendo 20 pacientes no Grupo CCE fumante (17
homens e 3 mulheres), ao contrario do Grupo CCE n&o fumante, onde dos seis
pacientes, apenas um homem apresentou doenga em estagio IV.

Em nossa casuistica pacientes ndo fumantes apresentaram estagios mais
iniciais da doenga tendo propiciado tratamento menos agressivo e progndstico
melhor. De acordo com Peterson et al. (2016), estagios mais avangados da doengas
foram associados a um grau de exposi¢ado maior ao tabaco, como tempo, grau de
exposi¢cao e duragdo do habito, devendo esse fator ser sempre considerado durante
a analise estratificada juntamente com outros fatores prognosticos.

Dados de literatura tém mostrado que o CCE bucal em fases mais
avangadas geralmente é mais prevalente em fumantes, o que esta de acordo com
os achados do nosso estudo, que mostraram pacientes ndo fumantes em estagios
mais iniciais da doenga, propiciando um tratamento menos agressivo e um
prognostico melhor (Peterson et al., 2016).

Além disso, nossos resultados indicaram uma maior preocupacado das
mulheres n&o fumantes quanto ao surgimento de uma lesdo na boca, onde foram
encontrados estagios mais iniciais da doenga. No entanto, as mulheres fumantes de
nossa casuistica apresentaram estadios mais avangados da doenga, ou seja lll e IV.

O diagndstico tardio compromete de forma acentuada as perspectivas de
tratamento e cura, conforme demonstrado em trabalhos realizados por diversas
populag¢des ao redor do mundo. O estadiamento precoce ainda é um grande desafio
aos profissionais envolvidos no diagnéstico e tratamento (Huang, O’Sullivan, 2017).

Em estudo multicéntrico do grupo INHANCE Consortium, o tabagismo foi
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considerado fator prognostico de sobrevida aos tumores de boca. Os individuos que
consumiam acima de 20 cigarros/dia diminuiram em 41% a sobrevida em cinco
anos, e apresentaram estadiamento mais avancado da doenca, porém sem relagao
com aumento do consumo de alcool (Giraldi et al., 2017).

A frequéncia génica das Glutationa S-transferases tem sido estudada em
diferentes populacdes. Estes estudos relacionam-se especialmente as questdes
sobre o polimorfismo desta categoria e sua atividade enzimatica resultante.

Em nosso trabalho, a escolha pela variante selvagem ¢é justificada pela sua
maior prevaléncia na populagao brasileira (da Fonte de Amorim et al., 2002; Rossini
et al., 2002, 2007; Ribeiro Pinto et al., 2003). Nossa populagdo é resultado da
miscigenacgao basicamente entre portugueses, indios e africanos. Nossos resultados
mostraram uma importante expressao da forma selvagem dos genes GSTM1 (94%),
GSTP1 (88%) e GSTT1 (85%) em amostras de CCE bucal, sendo que, até o
momento tais valores ndo foram descritos na literatura.

Em estudo sobre polimorfismos genéticos de GSTs e quimioterapia em
pacientes de cancer de cabega e pescogo, Pincinato (2015) observou que GSTT1
apresentou uma frequéncia de cerca de 83% na sua forma selvagem em amostras
de sangue periférico. Todavia, diferente de nossos achados em relagdo aos genes
GSTM1 e GSTP1 selvagens o autor encontrou uma frequéncia de 48% e 42%
respectivamente, principalmente de populagdo composta por caucasoides e
negroides (Pincinato, 2015). Tais valores também foram encontrados em outro
estudo brasileiro conduzido por Rossini et al. (2007). Vale ressaltar que em ambos
os estudos tal frequencia foi encontrada em sangue periférico e ndo em amostra de
tecido tumoral. Em nossa casuistica quase a totalidade foi composta de
caucasoides, e nenhum paciente asiatico ou descendente.

A baixa atividade ou atividade nula das enzimas GSTs, determinada pelo
genotipo nulo, é outro ponto importante de investigagado. Pesquisadores acreditam
que o gendtipo nulo aumentaria as chances de desenvolvimento de CCE, pois n&o
haveria detoxificagdo de compostos eletrofilicos vindos da fase | ou de carcindégenos
diretos para a fase Il, permitindo a interagdo com DNA da célula como sugerido por
Rao et al. (2017).

Diversos trabalhos de literatura tém mostrado a importancia do estudo das

formas polimérficas nulas como fator de risco para as neoplasias malignas, em
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particular as NMTADS. Assim, estudos tém sido realizados em grupos de individuos
portadores de fendtipo que apresentaram uma diminuicdo da capacidade de
metaboliza¢cdo de carcinogenos em sua fase Il, ou seja, de conjugagao da glutationa
a componentes eletrofilicos e sua subsequente excregdo (Yadav et al., 2010;
Sharma et al., 2017). Porém, em estudo de Hatagima et al. (2008) realizado com
uma populagcdo do Rio de Janeiro, ndo foi comprovada a relagdo entre casos de
CCE bucal e controles ao se analisar o geno6tipo nulo de GSTs.

A possibilidade de estudo dos genes Glutationa S-transferases em uma
populagao de risco para tabaco e alcool dependente mostrou-se ideal, uma vez que
sédo populagdes com alto grau de exposicéo a carcindgenos (Kruger et al., 2015). O
meétodo escolhido para o presente estudo foi o gPCR que identifica a expressao e
quantifica o total de cDNA transcrito do RNA mensageiro. Outras metodologias
também podem ser utilizadas para avaliar a atividade destes genes como a
quantificacdo total de proteinas e sua identificacdo tecidual pelos respectivos
meétodos de Western-Blot e imunohistoquimica.

Em nossa casuistica foi encontrada uma frequéncia de 94% na expressao
de GSTM1 selvagem nos casos de amostras de pacientes com CCE fumantes. N&o
encontramos na literatura nenhum artigo com valores tdo altos de expressdo em
tecido tumoral. Este valor é bem diferente dos estudos geralmente realizados em
sangue periférico, cuja variacdo é relacionada a diferentes populagdes, tendo sido
descrita em torno de 40 a 50%.

No Grupo CCE fumante foi observado um aumento da expressao quando
comparada ao Grupo Controle fumante, significativo estatisticamente. No entanto
nao houve correlagdo importante entre o grau de exposigao aos carcindégenos do
tabaco avaliados por meio dos parametros do perfil tabagico, entre eles DN, carga
tabagica, tempo de uso, e a expressao de GSTM1 do Grupo CCE fumante.

Contrario aos nossos achados, Melo et al. (2015), verificaram uma
associagdo entre expressdao de formas selvagens, principalmente de GSTM1 e
GSTT1, e DN, onde uma maior expressao e consequentemente uma maior
metabolizagdo da nicotina, diminuiram seus efeitos colaterais e promoveram uma
maior dependéncia.

No Grupo Controle fumante foi observada uma correlagao entre o diminuigao
nos niveis de expressao de GSTM1 e um aumento do comportamento de risco para
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o uso de alcool, avaliado pelo AUDIT. Entretanto parece n&o haver significado
clinico uma vez que o alcool € metabolizado por enzimas como as alcool
desidrogenases (ALDH), que também é uma enzima de fase Il, como as Glutationa
S-transferases, bem como as enzimas de fase | da familia Citocromo P450, em
especial CYP2E1. Sendo assim, € provavel que a diminuicdo da expressado de
GSTM1 nos controles, tenha sido compensada por uma maior expressio das
enzimas metabolizadoras do alcool conferindo um fator protetor a este grupo.

Na analise individual da express&o génica em relagdo a carga tabagica de
cada individuo pudemos observar que a quantificagado da expresséao variou de forma
individual e aleatéria, ndo mostrando uma relacado direta entre as variaveis. Apesar
das maiores expressdes terem sido observadas acima de 50 anos-mago algumas
cargas tabagicas maiores mostraram menores expressdes. Além disso, né&o
observamos nenhuma relagdo entre a expressdo génica de GSTM1 e o
estadiamento.

Em nossa amostra, cinco pacientes nao tabagistas e n&o etilistas
apresentaram expressao de GSTM1. Este fato também observado por Soares et al.
(2017), foi justificado pelo fato de outros possiveis xenobioticos poderem estimular a
expressao de GSTs em particular GSTM1, e que nao estariam relacionadas aos
carcinogenos do tabaco e alcool.

Como foi mostrado em nossa casuistica quase a totalidade dos pacientes
apresentaram uma carga tabagica acima de 10 anos-mago, e metade deles por
longos periodos. Esses achados foram semelhantes a Natphopsuk et al. (2016) que
observaram individuos com carga tabagica elevada (acima de 5 a 10 anos-mago),
por periodos mais longos (acima de 40 anos), poderiam levar a uma saturagédo de
carcinogenos, impedindo o processo de desintoxicacdo e consequentemente
podendo levar a carcinogénese, mostrando a importancia dessas variaveis.

Em relagdo a expressdo génica de GSTP1 selvagem nédo foi observada
diferenga entre os grupos avaliados. Ao contrario do gene GSTM1, que demonstrou
aumento de atividade, a expressdo de GSTP1 ocorreu de forma mais homogénea
em todos os grupos analisados n&o tendo resultado estatisticamente significante.

No Grupo CCE fumante, ndo foi observada correlacdo da expresséo génica
de GSTP1 e todas as variaveis de exposicdo ao tabaco, alcool e estadiamento
clinico da doencga. Ja no Grupo Controle fumante péde-se observar uma correlagao
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direta entre o nivel de expressdo quando comparado com a idade dos pacientes,
inicio do habito. Assim, o nivel de expressdo aumentou a medida que esses
individuos comegaram a fumar em idade mais tardias e tinham idade mais
avangada, mostrando que a expressao génica provavelmente foi induzida mais
tardiamente, auxiliando no processo de detoxificagdo dos carcindbgenos e conferindo
protecao.

Todavia, o numero de cigarros fumados ao dia, tempo de uso em anos, e
carga tabagica em anos-mago, ou seja, o grau de exposi¢cdo desses controles ao
longo da vida parece né&o ter sido importante. Em nosso Grupo Controle fumante
constatamos que os mesmos fumavam cerca de 1 mago de cigarro a mais por dia,
tinham uma carga tabagica muito maior, porém com um tempo de uso menor
quando comparado aos casos do Grupo CCE fumante. Apesar disso, ndo houve
significancia para esses fatores.

Embora a grande maioria dos pacientes tenham expressado GSTP1 no
Grupo CCE fumante, essa expressao foi fraca podendo ser considerada um fator
importante ao desenvolvimento do cancer pela ndo detoxificacdo dos componentes
carcinogenos. Natphopsuk et al. (2016) propuseram uma justificativa a esse achado,
onde provavelmente tenha havido uma saturagdo dos niveis de carcindégenos do
tabaco nas células e que teriam impedido 0 mecanismo de detoxificagdo do sistema
enzimatico de fase Il podendo ter colaborado com o processo de carcinogénese.

Além disso, a baixa expressdo de GSTP1 foi relacionada por Ma et al.
(2015) como um importante fator de diferenciagdo tumoral, podendo estar
relacionada com a proliferagao celular, apoptose, e outras alteragdes bioquimicas do
metabolismo celular. Para os trés casos onde a expressao do GSTP1 foi
indetectavel, a hipotese de gendtipo nulo deve ser considerada.

Ainda no Grupo Controle fumante a expressao de GSTP1 e sua correlagao
com o Teste de Fagerstrom, foi significante, porém com uma fraca correlagdo, néo
sendo observado no Grupo CCE fumante. Quanto menor o teste de Fagerstrom,
maior foi o nivel de expressao de GSTP1. O TFDC é mais relacionado aos sintomas
de dependéncia e abstinéncia pela velocidade de metabolizagdo da nicotina. No
entanto, o principal metabolizador da nicotina sdo as enzimas da familia Citocromo
P450, em especial CYP2A6. O comportamento poligénico que envolve a DN esta
bem estabelecido, e relacionada a diversos fatores como metabolizag&o da nicotina,
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receptores nicotinicos cerebrais, sistemas de recompensa cerebral entre outros
como demonstrado por Minica et al. (2017).

Para Zakiullah et al. (2015) o gene CYP1A1, que codifica a enzima da fase |
com mesmo nome, também exerce influencia na expressdo dos genes de fase Il,
como GSTM1 e GSTP1, porém com um mecanismo ainda desconhecido, sugerindo
que este tipo de estudo seja feito a associagdo desses trés genes, tanto na forma
selvagem quanto polimorfica.

Ainda no Grupo Controle fumante foi observada uma correlagdo entre o
aumento nos niveis de expressdo de GSTP1 e a diminuicdo do comportamento de
risco para o uso de alcool, avaliado pelo AUDIT. Entretanto parece ndo haver
significado clinico uma vez que o alcool é metabolizado por enzimas da familia
CYP450, em especial CYP2E1 na fase I, bem como as alcool desidrogenases
(ALDH), em fase Il (Cederbaum, 2012).

O aumento na expressdo de GSTP1 em individuos tabagistas e etilistas
ainda sem lesao de CCE poderia demonstrar um mecanismo protetor. No entanto do
ponto de vista de marcados tumoral tal avaliacdo sé poderia ser realizada em
pacientes com alguma patologia da cavidade bucal que necessitassem de
tratamento cirurgico. Essa situacdo nos parece de pouca utilidade pratica no
momento.

Em estudo de Soares et al. (2017) que analisando a expressao de GSTP1
em margens livres de pacientes etilistas e tabagistas com CCE, e comparando com
margem de tumor de individuos que nunca fumaram ou beberam, observaram uma
maior expressao em individuos fumantes e etilistas. Este achado sugere uma
possivel falha no mecanismo de protecdo, e diminuicdo do processo de
detoxificagdo cuja falha poderia ter influenciado no processo de carcinogénese, em
um possivel campo de cancerizagéao.

Na analise da expresséo génica individual de GSTP1 e sua relagdo com a
carga tabagica também ndo observamos relagdo entre dose e expressdo. Poucos
pacientes do Grupo CCE fumante apresentaram uma maior expressao, cuja analise
individual também ndo mostrou nenhuma relagdo com alguma caracteristica clinica
especifica. Esses trés pacientes tiveram doenca avancada, TFDC elevado, o que

nao diferiu muito do padrao de nossa amostra.
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Na analise comparativa da expressdo génica de GSTT1 entre os Grupos
CCE fumante e Controle fumante identificamos uma diferenga significante,
mostrando uma diminuigcdo da expressdo do Grupo CCE fumante, em relagdo ao
Grupo Controle fumante. A menor expressdao no Grupo CCE fumante ja era
esperada uma vez que os individuos que tiveram cancer provavelmente nio tiveram
a metabolizagcdo dos carcindgenos, e que tais individuos poderiam apresentar a
forma nula do gene. Dados de literatura tém mostrado que a forma nula esta
relacionada a um maior risco de CCE bucal (Dong et al., 2017).

Assim como nos genes anteriormente estudados a expressao de GSTT1 foi
expressiva em quase a totalidade das amostras, porém quantitativamente baixa. Em
nossa casuistica esta forma selvagem esteve presente em boa parte das amostras.
Este achado também confirma a teoria de que GSTT1 é o gene selvagem mais
expresso entre as demais GSTs. No Brasil, a frequéncia desse gene selvagem
costuma ser alta. Pincinato et al. (2015) encontraram alta expressdo em sangue
periférico.

Como nos demais genes estudados, ndo encontramos na literatura nenhum
trabalho que mostrasse a frequéncia de GSTT1 tanto selvagem quanto polimorfico
em amostras de tecido tumoral de pacientes com CCE bucal.

Ao se fazer a correlagdo da expressdo génica de GSTT1 com fatores de
exposi¢cao no Grupo CCE fumante, ndo houve significancia em nenhum dos fatores.
No entanto, essa correlagdo foi estatisticamente significante no Grupo Controle
fumante, para as variaveis idade do paciente, numero de cigarros fumados ao dia,
idade de inicio, Teste de Fagerstrom e AUDIT.

Diferente de GSTP1, quanto menor a idade do individuo controle e quanto
menor a idade de inicio do tabagismo maior foi o nivel de expressao de GSTT1.
Além disso, quanto maior o numero de cigarros fumados ao dia , quanto maior o
TFDC e AUDIT maior foi a expressdo de GSTT1. Esses achados mostraram que a
alta exposigcdo do Grupo Controle fumante foi um fator de maior expressdo de
GSTT1 em relagdo ao Grupo CCE fumante, e que provavelmente conferiu protecéo
ao Grupo Controle. No entanto vale ressaltar a importancia do acompanhamento
ambulatorial desses individuos, onde apesar de n&o apresentarem uma neoplasia

maligna permaneceriam com um maior risco de desenvolvimento de um cancer ao
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considerarmos um fator de saturagcdo conforme proposto por Natphopsuk et al.
(2016).

Na analise individual da expressdo de GSTT1, trés pacientes n&o tinham
histérico de tabagismo nem de etilismo. Este fato mostrou, que esses individuos
apresentaram expressdo desse gene, porém provavelmente devido a outros
xenobidticos, como postulado por Soares et al. (2017) ao analisar a expresséo
génica de GSTP1 em pacientes ndo tabagistas e ngo etilistas.

No Brasil, Gattas et al. (2006) mostraram a associagdo entre genes de
detoxificacdo de fase | (CYP1A1 e CYP2E1), e de fase Il (GSTM1 e GSTT1), porém
sem associagao entre GSTT1 nulo e céancer bucal, como foi demonstrado
posteriormente por Zakiullah et al. (2015).

De acordo com Soares et al. (2017) o aumento da expressao de GSTs pode
ser um indicador de resisténcia quimioterapica. Este fato nos levaria a pensar
também, que do ponto de vista de um tratamento quimioterapico individualizado, as
diferentes expressdes de GSTs deveriam ser consideradas. Em nossa casuistica
houve diferenca nas expressdes das subunidades de GSTs estudadas, mas apenas
GSTT1 mostrou uma diminuicdo da expressao entre os casos do Grupo CCE
fumante e que portanto poderiam se beneficiar com a quimioterapia. No entanto, as
indicagdes de terapia neoadjuvante para cancer de boca tem sido cada vez mais
restritas, e a adjuvancia sé é indicada nos casos de margem cirurgica comprometida
ou extravasamento extra-capsular de metastase regional (Adelstein et al., 2017)

Entre as limitacdes do estudo, houve dificuldade de pareamento de amostras
de individuos com CCE e controle considerando idade, sexo e carga tabagica. A
aquisicao dos blocos em parafina teria possibilitado estudo imunohistoquimico da
expressdo dos genes estudados conforme trabalho realizado por Soares et al.
(2017).

Apesar da pesquisa ter sido realizada com amostras coletadas em quatro
servigos distintos, localizados em municipios diversos, o numero de amostras
evidencia a necessidade de um biobanco com dados consistentes.

Outro fator limitante foi o fato de ndo ter sido possivel uma avaliacdo da
curva de sobrevida de nossos pacientes com CCE bucal em virtude do pouco
periodo de seguimento dos casos onde a grande maioria tinha menos de 12 meses
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de tratamento, impedindo assim uma avaliagao de fatores prognosticos relacionados
a expressao génica.

Assim como outros estudos genéticos o CCE bucal é uma doenca
multifatorial e poligénica que envolve inumeros mecanismos de carcinogénese e anti
carcinogénese onde o papel de cada fator ainda necessita de maiores

esclarecimentos
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6 CONCLUSAO

Concluimos que as formas selvagens das GSTs estudadas apresentaram
uma alta expressdo nas amostras de pacientes com CCE bucal. Entretanto,
quantitativamente essa expressao foi baixa, com grande variabilidade interindividual.
Outrossim, ndo houve uma correlagdo direta entre niveis de expressdo, carga
tabagica, TFDC, teste AUDIT e estadiamento clinico no grupo CCE fumante. O
aumento da expressao de GSTM1 e GSTP1 parece nao ter tido um efeito protetor. A
baixa expressdo de GSTT1 em pacientes fumantes com CCE bucal se mostrou um
potencial marcador a ser avaliado em pacientes fumantes que ainda néo

desenvolveram uma neoplasia maligna.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Prezado (a) Senhor (a)

Eu, JANETE DIAS ALMEIDA, Professora Adjunta da Disciplina de Propedéutica
Estomatologica do Departamento de Biociéncias e Diagnostico Bucal do Instituto de
Ciéncias e Tecnologia de Sao José dos Campos - UNESP, portadora do registro no
Conselho Regional de Odontologia CROSP 40530, telefone para contato 12-3947
9079, irei coordenar um projeto de pesquisa cujo titulo € “ESTUDO GENETICO DOS
PRINCIPAIS FATORES DE RISCO NO PROGNOSTICO DE PACIENTES COM
CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DA CAVIDADE BUCAL’.

O projeto sera desenvolvido pelos pesquisadores: Dr. Celso Muller Bandeira — CRM
77096, médico, Cirurgido de Cabeca e Pescoco, e Dra. Adriana Avila de Aimeida —
CRM 76850, médica, Pneumologista, e pela Dra. Celina Faig Lima Carta CROSP:
81757, cirurgia-dentista.

O objetivo é realizar uma pesquisa sobre cancer de cabeca e pescogo, em particular
a boca, e sua relacdo com o habito de fumar e beber ou outros habitos sociais.
Estudos no mundo todo, inclusive no Brasil, estdo sendo realizados com o objetivo
de se estudar uma parte de nossas células que quando alteradas podem levar ao
aparecimento do cancer ou outras doencgas e saber se esta parte estudada poderia
causar um maior ou menor risco ao cancer. Vocé esta sendo convidado a participar
de um projeto de pesquisa que tem a finalidade de estudar as caracteristicas
genéticas e biolégicas do cancer bucal e compara-las com pessoas sem este tipo de
cancer. Pode ser que vocé nao seja diretamente beneficiado, mas futuros pacientes
poderao ter algum tipo de beneficio com o estudo.

Sua participagédo neste projeto é totalmente voluntaria, ndo existindo nenhum tipo de
compensagao, privilégio ou beneficio. Caso vocé néo aceite participar também né&o
existe nenhum tipo de sang¢do ou prejuizo a sua avaliagao e tratamento, sendo que
vocé sera acompanhado da mesma forma. N&o existe nenhum tipo de remuneracao,
exceto, alguma cobertura de custo com alimentagdo ou transporte caso vocé seja

procurado durante a pesquisa para algum tipo de esclarecimento e precise vir até
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nos. Vocé podera contatar os pesquisadores através de telefone de nossa faculdade
para esclarecimento de quaisquer duvidas acerca da pesquisa.

Caso vocé aceite participar da pesquisa, vocé respondera a um questionario, com
algumas perguntas sobre o uso de cigarro e de bebidas alcodlicas, alimentacéo,
atividade profissional, habitos sociais que podem ter relagdo com o problema em
questdo. Tais informagdes sdo CONFIDENCIAIS, e o sigilo absoluto esta garantido.
Para o estudo, sera necessario coletar cerca de 2,0 ml de saliva que vocé ira cuspir
em um pote de plastico além de um raspado de células do interior da sua boca, que
sera feita com uma escova e um fragmento de 0,5 cm do tumor que sera retirado
durante o procedimento cirurgico para diagndstico e/ou tratamento. Alguns pacientes
serdo convidados a participar, mas que nao possuem nenhum tumor e suas
amostras servirdo de comparagdo com pacientes com cancer de boca. O material
sera adequadamente armazenado para ser utilizado posteriormente.

Nao existe risco de contaminacdo. O material utilizado para coleta de saliva &
descartavel e o material utilizado nos procedimentos cirurgicos é esterilizado. Em
decorréncia do procedimento cirurgico, que podera ser uma biopsia ou mesmo o
tratamento vocé podera sentir um pouco de dor, ter ferimento na boca semelhante a
uma afta, irritagcdo no local, infecgdo, ou ainda sangramento. Tais sintomas s&o os
préprios sintomas decorrentes do procedimento, ndo havendo um agravamento pela
participagdo no estudo. Vocé saira do procedimento com receita e orientagao para
dor ou sangramento. Caso haja algum problema maior, vocé podera entrar em
contato com os pesquisadores, e os mesmos o0 atenderdo rapidamente para a
resolucdo do problema. Na grande maioria das vezes isto ndo lhe trara nenhum
prejuizo, pois ndo sdo complicagdes graves e nem v&o alterar o seu tratamento.

O material coletado sera analisado no laboratério de Patologia da Faculdade de
Odontologia ICT-UNESP ou em outros laboratorios de anatomia patologica. O
material armazenado em blocos de parafina ficara guardado por muitos anos, e
podera ser utilizado em outras pesquisas do mesmo tipo. Em nenhum momento da
pesquisa sera realizado algum tipo de manipulagdo genética ou modificagdo do
DNA.

Sua participacao é voluntaria e podera trazer beneficios diretos para os estudos do
impacto do tratamento do céncer, do tabagismo, etilismo ou outros fatores
relacionado a doencga. As informacgdes obtidas serdo analisadas sem que seu nome
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aparegca. O Sr (a) tem o direito de ser informado sobre os resultados finais ou
parciais. Se tiver alguma consideragédo ou duvida sobre a ética do desenvolvimento
do projeto, podera entrar em contato com o Comité de Etica (CEP) do Instituto de
Ciéncias e Tecnologia de Sao José dos Campos - UNESP, situado na Av. Eng°
Francisco José Longo, 777 — CEP 12245000, S&o 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 ainda, que esta garantida a sua liberdade de
retirada do consentimento e de participacdo a qualquer momento. Também néo
havera custo nem pagamento pela sua participagéo voluntaria.

Eu, portador do RG de numero

declaro que, o pesquisador

me convidou a participar dessa pesquisa, tendo me explicado detalhadamente a
finalidade, e lido comigo este termo de consentimento. Minhas duvidas foram
esclarecidas. Autorizo a utilizagao das informagdes que serdao por mim fornecidas ao
responder os questionamentos e dos resultados obtidos. Declaro conhecer o que
sera feito, que foi garantida a confidencialidade e o acesso permanente aos
esclarecimentos, e que minha participacdo nao implicara em nenhum custo.

Sendo assim, ACEITO participar. Caso seja de minha vontade posso desistir a
qualquer hora sem que haja nenhum prejuizo ao meu tratamento.

Assinatura do paciente

Assinatura do Pesquisador

Sao José dos Campos, de de 20
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APENDICE B - Ficha de coleta de dados sobre o estudo

Parte | - Dados gerais e consumo de carcinégenos

Nome :

Sexo: Cor:

Idade: Data Nasc:
Residéncia:

Bairro: Cidade:
Estado: Fone:
Profissao:

Vocé fuma?

Se fuma, qual o tipo?

Ha quanto tempo?

Qual a frequéncia do seu consumo de cigarros?

Quantos cigarros/dia?

Caso ex-fumante, parou ha quanto tempo?

Vocé faz uso de bebidas alcodlicas mesmo que seja com pouca frequéncia?

Sim

Nao

Qual a frequéncia do seu consumo de bebidas alcodlicas?

Diario (>1x/dia)

Diario (1 x ao dia)

1 a 3 vezes por semana

Mensal

Que tipo de bebida vocé consome quando bebe?

Cerveja Uisque

Batida Vinho

Caipirinha Outras

Quantas doses (copos) vocé consome num dia tipico em que esta bebendo?
1a2 10 ou mais

3a4d Cerveja 350 ml

Quantas doses (copos) vocé consome num dia tipico em que esta bebendo?
5a6 Vinho 120 ml

7a9 Destilado (whisky, vodca, pinga) 36 ml

Vocé faz uso de cigarro e alcool simu

Itaneamente?

Sim

Nao

Quando vocé bebe, consome mais cigarro?

Sim

Nao

Quanto a mais vocé consome?

Vocé faz, ou ja fez, uso de outras substancias quimicas ?

Sim

Nao
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Quais?

Com que frequéncia vocé consome, ou consumia, estas substancias?

Diario (>1x/dia)

1 a 3 vezes por semana

Diario (1 x ao dia) Mensal
Faz uso de algum medicamento?
Sim Nao

Qual(is)?

Fonte: Elaborado pelo autor.

Exame clinico:

1) Extra-bucal

2) Intra-bucal
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Neoplasia de cavidade bucal

Palato duro
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Soalh Direito
§ ,O amo Esquerdo
% | Lingua :
Q Anterior
3 Ventre
-g Lingua Dorso
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(3)
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S S ior
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\(© .
£ |Gengva o
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Jugal D

Jugal E

Retromolar E

Cirargico Exclusivo

Radioterapico Exclusivo

Quimioterapico Exclusivo

o)
;C-; Cirurgia + Radioterapia Complementar
g Cirurgia + Radioterapia E Quimioterapia Complementar
E - Radioterapia + quimioterapia
F |- Dose Radioterapia
- Quimioterapicos utilizados
- Protocolo Utilizado
o TNM pré-operatorio
‘e | TNM pos-operatorio - Achados patologicos:
GE, Margem livre X comprometida
% Linfonodos livres X comprometidos
E Extravasamento extra capsular

Estagio Clinico

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Teste de Fagerstrom para Dependéncia a Cigarros

1) Quanto tempo, logo apés acordar, vocé fuma o 1° cigarro

Dentro de 5 minutos (3)

Entre 6-30 min (2)

Entre 31-60 min (1)

Apds 60 min (0)

2)Para vocé é dificil nao fumar em lugares

proibidos?

Sim (1)

No (0)

3) Qual dos cigarros que fuma durante o di

a lhe da mais satisfagao?

O primeiro da manha (1)

Os outros (0)

4) Quantos cigarros vocé fuma por dia?

Menos de 10 (0)

Entre 10-20 (1)

Entre 21-30 (2)

Acima 31 (3)

5) Vocé fuma frequentemente pela manha?

Sim (1) Nao (0)

6) Vocé fuma mesmo doente, quando precisa ficar acamado a maior parte do
tempo?

Sim (1) Nao (0)

Fonte: Fagerstrém, 2012

Pontos Dependéncia nicotinica
0-2 Muito baixa
3-4 Baixa
5 Moderada
6-8 Elevada
9-10 Muito elevada

Fonte: Fagerstrém, 2012
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ANEXO B - AUDIT - Teste de Identificacdo de Desordens Devido ao Uso de Alcool
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AUDIT - TESTE PARA IDENTIFICACAO DE PROBLEMAS RELACIONADOS AO USO DE ALCOOL
DADOS PESSOAIS
NOME |
ORIENTACOES PARA REALIZACAO DO TESTE

O uso de alcool pode afetar sua saude e
pode interferir com algumas medicagdes e
tratamentos. Por isso é importante que
vocé responda sobre o seu uso de alcool.
Suas respostas permanecerao
confidenciais.

UM DRINK ou UMA DOSE =

150 ml de vinho J
Por favor, responda com toda a
sinceridade. = f

Assinale com “X” a alternativa que |1 dose de destilado (whisky, vodka, pinga), 40ml, ou 1 coquetel:
melhor descreve sua resposta a cada

questao.
1. Com que freqliéncia (quantas vezes por semana) vocé consome bebidas alcodlicas?
| () Uma vez por més | () 2-4vezes por ‘ () 2-3vezes por ‘ ()4 oumais vezes
() Nunca [0] ou menos[1] més[2] semana(3] por semanal4]
2. Quantas doses de alcool vocé consome num dia normal?
( )Oou1]0] [ ( )20u3[1] [ ( )4ou5[2] [ ( )6ou7][3] [ ()8 oumais [4]
3. Com que freqiiéncia (quantas vezes por semana) vocé consome cinco ou mais doses em uma Unica ocasiao?
| () Menos que uma | () Umavez por ‘ () Uma vez por l () Quase todos os
() Nunca [0] vez por més [1] més[2] semana [3] dias [4]
4. Quantas vezes ao longo dos ultimos doze meses vocé achou que nao conseguiria parar de beber, uma vez tendo
comecado?
| () Menos que uma | () Umavez por ‘ () Uma vez por ‘ () Quase todos os
() Nunca [0] vez por més [1] més[2] semana [3] dias [4]
5. Quantas vezes ao longo dos ultimos doze meses vocé nao conseguiu fazer o que era esperado de vocé por causa
do alcool?
| () Menos que uma | () Umavez por ‘ () Uma vez por l () Quase todos os
() Nunca[0] vez por més [1] més[2] semana [3] dias [4]

6. Quantas vezes ao longo dos ultimos doze meses vocé precisou beber pela manha para poder se sentir bem ao
longo do dia, apds ter bebido bastante no dia anterior?
| () Menos que uma | () Uma vez por ‘ () Uma vez por ‘ () Quase todos os

() Nunca [0] vez por més [1] més|[2] semana [3] dias [4]
7. Quantas vezes ao longo dos ultimos doze meses vocé se sentiu culpado ou com remorso apos ter bebido?
| () Menos que uma | () Umavez por () Uma vez por l () Quase todos os
() Nunca[0] vez por més [1] més[2] semana [3] dias [4]
8. Quantas vezes ao longo dos ultimos doze meses vocé foi incapaz de lembrar o que aconteceu devido a bebida?
| () Menos que uma | () Umavez por ‘ () Uma vez por ‘ () Quase todos os
() Nunca [0] vez por més [1] més[2] semana [3] dias [4]
9. Vocé ja causou ferimentos ou prejuizos a vocé mesmo ou a outra pessoa apos ter bebido?
() Sim, mas nao no l ‘ () Sim, durante o
(_ )Nao|o0] ultimo ano[2] ultimo ano [4]
10. Algl.;?m ou algum parente, amigo ou médico, ja se preocupou com o fato de vocé beber ou sugeriu que vocé
parasse’
| | () Sim, mas nao no ‘ l () Sim, durante o
(_ )Nao[o0] ultimo anol[2] ultimo ano [4]

RESULTADO DO TESTE [
NOME RESPONSAVEL PELA APLICACAO DO TESTE |
DATA [

Consumo de baixo risco ou abstémios = 0 a 7 pontos
Consumo de risco = 8 a 15 pontos
Uso nocivo ou consumo de alto risco = 15 a 19 pontos

Provivel dependéncia = 20 ou mais pontos (maximo = 40 pontos)
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AUDIT (Alcohol Use Disorders Identification Test): descrigdo, referéncias e instrumento.
Este instrumento, elaborado pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS) por BABOR et al
(1992), compde-se de 10 questdes e tem por objetivo identificar possiveis dependentes de dlcool. Foi
traduzido e validado no Brasil por LIMA et al. (2001). As questdes referem-se aos tltimos 12 meses,
sendo que as trés primeiras medem a quantidade e freqiiéncia do uso regular ou ocasional de dlcool, as
trés questdes seguintes investigam sintomas de dependéncia e as quatro finais sdo a respeito de problemas
recentes na vida relacionados ao consumo do dlcool. O escore varia de 0 a 40 e sua pontuacgio pode ser
feita de varios modos. Por exemplo, uma pontuacdo superior a oito indica a necessidade de um
diagnéstico mais especifico. Porém, atualmente, o préprio autor principal (BABOR & HIGGLE-
BIDDLE, 2003) vem propondo quatro niveis de escore para o AUDIT, que sugeririam fazer (ou ndo) uma
intervencdo breve, inserida na atencdo primadria a saide e dirigida aos profissionais de saide. O escore,
entdo, seria classificado como descrito abaixo:
e Consumo de baixo risco ou abstémios = 0 a 7 pontos
e Consumo de risco = 8 a 15 pontos
e Uso nocivo ou consumo de alto risco = 16 a 19 pontos
e Provavel dependéncia = 20 ou mais pontos (mdximo = 40 pontos)
O AUDIT, portanto, serve para o rastreamento dos possiveis casos, sendo um método simples
para identificar pessoas com consumo de risco, uso nocivo e dependéncia do dlcool.).
O padrdo "binge drinking" (‘“beber com embriaguez” ou “tomando porre”) enquadra-se dentro
do consumo de alto risco, sendo que, para este, recomenda-se as seguintes atuacoes:
1.mostrar para o individuo que seu comportamento de beber € classificado como de risco;
2.encorajé-lo a reduzir o seu padrdo de beber atual, apontando os riscos especificos a que estd sujeito em
decorréncia do consumo acima do recomendavel;
3.orientar no sentido de que a opg¢do seja pelo beber de baixo risco ou pela abstinéncia, se o individuo

concordar;

UM DRINK/DOSE =

1 dose de destilado (whisky, vodka, pinga): 36 m

4.explicar o que seria um drinque ou dose-padrao e, pela definicdo, orientar sobre a quantidade maxima
recomendada para o consumo do dlcool, conforme o sexo e a condi¢ao clinica de cada um conforme

figura abaixo, tracando metas que visem a diminuic@o gradual da ingestao alcodlica.
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