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Bandeira CM. Estudo da expressão gênica dos principais metabolizadores de fase II 
de xenobióticos: GSTM1, GSTP1 e GSTT1 em carcinoma de células escamosas 
bucal [tese]. São José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), 
Instituto de Ciência e Tecnologia; 2018. 
 

 
RESUMO 

 
 

Tabaco e álcool são considerados os principais fatores de risco para o carcinoma de 
células escamosas (CCE) bucal contribuindo de maneira desfavorável para o 
tratamento e desfecho clínico. Seus carcinógenos são metabolizados em duas 
fases, sendo a segunda fase realizada pelas Glutationa S-transferases (GSTs). O 
objetivo do presente estudo foi avaliar a expressão gênica da forma selvagem dos 
genes GSTM1, GSTP1 e GSTT1 por qPCR em 33 amostras de CCE bucal de 
fumantes, ex-fumantes e não fumantes, e 15 controles em busca de uma correlação 
clínica com consumo de tabaco, álcool e estadiamento clínico. A dependência 
nicotínica foi avaliada pelo Teste de Fagerström pra Dependência a Cigarros (TFDC) 
e para consumo de etílicos o Teste AUDIT. Foi observado aumento da expressão de 
GSTM1 no Grupo CCE fumante em relação ao Grupo Controle (p=0,0161). 
Contrariamente, foi encontrada uma menor expressão de GSTT1 no Grupo CCE 
fumante em relação ao Grupo Controle fumante (p=0,0183). No grupo CCE fumante 
não foi encontrada uma correlação entre a expressão dos genes estudados e fatores 
ligados ao tabagismo, etilismo e estadiamento clinico. No grupo Controle fumante, 
houve correlação entre teste AUDIT e a expressão de GSTM1 (p=0,0000). Para 
GSTP1 e GSTT1 houve correlação entre a expressão 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 correlação entre a expressão e número de cigarros/dia 
(p=0,0175). Concluímos que as formas selvagens das GSTs estudadas 
apresentaram uma alta expressão nas amostras de CCE bucal, entretanto, 
quantitativamente essa expressão foi baixa, com grande variabilidade interindividual. 
Outrossim, não houve uma correlação direta entre níveis de expressão, carga 
tabágica, TFDC, teste AUDIT e estadiamento clínico. O aumento da expressão de 
GSTM1 e GSTP1 parece não ter tido um efeito protetor. A baixa expressão de 
GSTT1 em pacientes fumantes com CCE bucal se mostrou um potencial marcador a 
ser avaliado em pacientes fumantes que ainda não desenvolveram uma neoplasia 
maligna. 
 
 
Palavras-chave: Neoplasias bucais. Mucosa bucal. Carcinogênese. Carcinoma de 
células escamosas. Expressão gênica. Xenobióticos. 



	 	 	
	

	

Bandeira CM. Study of the gene expression of the main xenobiotic phase II 
metabolizers: GSTM1, GSTP1 and GSTT1 in squamous cell carcinoma of the oral 
cavity [doctorate thesis]. São José dos Campos (SP): São 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 Fagerström 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 INTRODUÇÃO 
 

 

Câncer atualmente é um dos principais desfios de saúde pública no mundo. 

Nos países desenvolvidos está relacionado ao nível sócio cultural mais alto e 

populações com maior longevidade, embora suas maiores consequências em 

termos de morbimortalidade, seja em populações de baixa renda e principalmente 

de países em desenvolvimento (World Health Organization, 2015a). 

Dados da Organização Mundial de Saúde (OMS) estimaram para o ano de 

2012 que 57% de todos os casos de câncer ocorreriam no continente Africano, Ásia 

e Américas Central e do Sul, e seriam responsáveis por mais de 70% das mortes por 

câncer no mundo. Para as próximas duas décadas é esperado aumento de 70% no 

número de casos diagnosticados (World Health Organization, 2015a). 

As neoplasias malignas da boca e faringe ocupam a sexta posição mundial 

para homens e mulheres, mostrando grandes variações de acordo com diferentes 

regiões do planeta. É altamente incidente em países como Papua-Nova Guiné, 

Bangladesh, Hungria e Sri Lanka (Johnson, 2001; Wunsch-Filho, 2002; Wunsch-

Filho et al., 2010). 

O carcinoma de células escamosas (CCE) é a neoplasia maligna mais 

frequente da região de cabeça e pescoço, 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 publicação do Cancer Incidence in Five 

Continents Database (CIF5IX), a cidade de São Paulo tem um dos maiores índices 

de carcinoma de boca no mundo e está entre as cinco cidades com maior incidência 

(Curado, Hashibe, 2009a; Curado et al., 2009b). 

Ao considerar o sexo, o câncer de boca tem uma estimativa de incidência 

média de cerca de onze casos novos por 100.000 habitantes/ano em homens e três 

casos novos por 100.000 habitantes/ano entre as mulheres, para o próximo biênio. 

Em números absolutos tem ocupado a quinta e a décima segunda colocação 

respectivamente na população brasileira (Instituto Nacional do Câncer, 2018). 

Anteriormente às técnicas de biologia molecular para o estudo das 

neoplasias malignas da região de cabeça e pescoço, dentre eles o projeto 
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GENOMA* e projeto GENCAPO**, a avaliação de prognóstico se baseava na 

classificação TNM da Union for International Cancer Control (UICC) em associação 

com a American Joint Committee on Cancer (AJCC) (World Health Organization, 

2004). Atualmente tal classificação encontra-se em sua oitava edição cuja principal 

modificação para os tumores bucais foi a inclusão do parâmetro de profundidade da 

lesão à classificação do tamanho tumoral (T). Já 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). 

Esta mesma atualização já considera fatores moleculares, entre eles, a 

identificação do papiloma vírus humano (HPV) como critério prognóstico para os 

tumores de orofaringe (Huang, O’Sullivan, 2017). 

Estima-se que haja em todo mundo cerca de 1,5 bilhão de fumantes, ou 

seja, um terço da população mundial utiliza algum tipo de tabaco (Glynn et al., 2010; 

World Health Organization, 2015a). 

O uso abusivo de tabaco e seus derivados é isoladamente a principal causa 

de câncer no mundo sendo considerada pela Organização Mundial de Saúde uma 

doença. Consta na Classificação Internacional de Doença e problemas relacionados 

à saúde em sua décima revisão com o CID10-F17 (Wunsch-Filho et al., 2010; World 

Health Organization, 2015b).  

O etilismo é um fator de risco associado ao processo de carcinogênese no 

desenvolvimento das neoplasias malignas do trato aero digestivo superior 

(NMTADS). Estudos evidenciam risco aumentado de câncer nos indivíduos etilistas 

quando comparados aos não etilistas (Hashibe et al., 2009).  

O uso abusivo de álcool também é considerado uma doença, e consta na 

Classificação Internacional de Doenças e problemas relacionados a saúde como 

CID10-F10 (World Health Organization, 2015b). 

O consumo excessivo e diário de cachaça e outras bebidas alcoólicas 

aumentam o risco de câncer de boca. Observa-se uma relação direta entre dose e 

efeito, de acordo com quantidade de ingestão, tempo de duração, e consumo 

cumulativo de álcool (Franco et al., 1989; Szymanska et al., 2011). 

Levando em consideração diversos sítios de comprometimento pelas 

NMTADS, indivíduos etilistas têm um aumento do risco de desenvolvimento de 

câncer de quatro a cinco vezes para câncer de boca e orofaringe. Nesses pacientes 
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podemos observar um efeito somatório dos riscos, pois mais de 50% apresenta 

hábito de etilismo e tabagismo associados (Szymanska et al., 2011). 

O tabaco, em suas diversas formas de consumo, aliado ao álcool são os 

maiores fatores de risco das NMTADS. Em relação à boca o uso simultâneo 

aumenta em até 15 vezes o risco de câncer (Dobrossy, 2005; Gandini et al., 2008 

Hashibe et al., 2009; Petti, 2009; Marron et al., 2010; Szymanska et al., 2011). 

Apesar desses diferentes fatores exógenos, bem como de seu grau variável 

de exposição, podemos observar que nem todos os indivíduos com esse perfil de 

fato irão desenvolver uma neoplasia maligna bucal. E para tentar explicar um pouco 

mais, características genéticas individuais têm sido os principais objetos de 

pesquisa, inicialmente com estudos de polimorfismos, expressão gênica, mutação 

genética, e mais recentemente fatores epigenéticos.  

Os xenobióticos são compostos químicos exógenos ao organismo 

classificados em diversos tipos tais como: substratos químicos oriundos de 

defensivos agrícolas, conservantes, produtos de limpeza e fármacos, além de 

drogas como tabaco e álcool, os quais são utilizados frequentemente pelas 

diferentes sociedades (Masood et al., 2011a). 

Durante o processo de combustão do cigarro milhares de compostos 

químicos são liberados na fumaça fazendo com que os fumantes recebam uma 

mistura altamente tóxica de substâncias como benzopirenos e outros 

hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HAP), nitrosaminas tabaco específicas 

derivadas da nicotina e seus metabólitos, benzeno, formaldeídos, monóxido de 

carbono, cianetos, acroleína e polônio (World Health Organization, 2014). 

Tais compostos são metabolizados e detoxificados em duas fases. Na fase I, 

tais carcinógenos são modificados e se solubilizam em água e são excretados, ou 

ainda se tornam mais eletrofílicos para reagirem na próxima fase pelas enzimas de 

fase II. Geralmente esta fase inicial é feita pelas enzimas da família Citocromo P450 

(Masood et al., 2011b). 

Em continuidade a este processo, as enzimas de fase II, como as Glutationa 

S-transferases (GSTs), são responsáveis pela transformação dos metabólitos 

eletrofílicos provenientes da fase I, ou de xenobióticos diretamente, em compostos 

inativos facilmente excretados pelo organismo (Gattás et al., 2006). Além disso, 

outras famílias de enzimas são importantes nesse processo de ativação e 



20 
	

	 	 	
	

detoxificação dos carcinógenos do tabaco como as substâncias 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 mamíferos, sendo que, ao 

menos 16 subunidades são encontradas na espécie humana, porém somente quatro 

têm sido bem caracterizadas como catalizadoras da conjugação da glutationa nos 

carcinógenos do tabaco (Sheehan et al., 2001).  

São elas: GSTA1* (alpha), GSTM1** (mu), GSTP1*** (pi) e GSTT1**** (theta). 

Além disso, no processo de síntese dessas proteínas pelos seus respectivos genes 

uma significante variação, ou seja expressão, pode ocorrer de indivíduo para 

indivíduo, 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 são as principais responsáveis pela 

metabolização dos carcinógenos encontrados no tabaco, tais como nitrosaminas 

tabaco específicas, benzopirenos, HAP entre outros (Gattás et al., 2006). 

Nos últimos dez anos muita ênfase tem sido dada ás enzimas de 

metabolização de carcinógenos em sua fase I e II. Desta forma, a diminuição de 

atividade da enzima GSTM1, isoladamente ou em associação a outros genes 

polimórficos de fase I, tem sido considerada como fator de risco para o CCE bucal 

de indivíduos de etnia Pashtun dependentes do tabaco (Ali et al., 2017). 

A diminuição das atividades enzimáticas de GSTM1 e GSTT1 confirma um 

maior risco para desenvolvimento do CCE bucal, justamente pela não conjugação da 

glutationa aos carcinógenos do tabaco que impediriam a excreção dos mesmos, 

predispondo ao desenvolvimento desta neoplasia (Dong et al., 2017).  

Em estudo de pacientes do país Basco, foi observado que a diminuição 

acentuada e até a total ausência de expressão do gene GSTT1 era associado a uma 

maior carga tabágica (Bediaga et al., 2015). 

 Em estudo realizado na Índia com três grupos de indivíduos, sendo um 

grupo sem lesão, outro grupo com leucoplasia e o terceiro com CCE bucal, foi 

observado que a falta de atividade de GSTM1 tornaria a mucosa bucal mais 

susceptível à ação de carcinógenos do tabaco e ao desenvolvimento de um alto 

__________ 
*https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2938; **https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2944; ***https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2950; 

****https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2952  
Disponível em: National Center for Biotechnology Information 	
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grau de displasia em leucoplasia e que, assim aumentaria a susceptibilidade de 

transformação maligna desta desordem (Tanwar et al., 2015).  

As GSTs têm sido amplamente observadas em tecidos normais, sendo que 

a atividade enzimática superexpressa de GSTP1 tem sido observada em vários tipos 

de CCE, dentre eles os de cabeça e pescoço. Essa alta expressão em tecidos 

tumorais parece ter relação com o grau de inflamação e influencia diretamente no 

resultado clínico dos tratamentos anti-neoplásicos pela resistência a determinadas 

drogas anticancerígenas. Pacientes com baixa expressão de GSTP1 mostraram um 

melhor prognóstico em comparação aos pacientes que tiveram uma expressão mais 

alta (Yamamoto et al., 2013). Esse achado também foi relatado em estudo brasileiro 

sobre expressão gênica de GSTP1 em pacientes com neoplasias malignas 

mostrando que o aumento da expressão pode influenciar na piora do prognóstico 

dos pacientes principalmente relacionado a metabolização de alguns 

quimioterápicos (Soares et al., 2017). 

Em relação à expressão gênica do GSTP1 foi observado um aumento do 

risco de CCE de esôfago significativamente associado à redução de sua expressão 

(Liu et al., 2012). A baixa expressão de GSTP1 também pode estar relacionada ao 

baixo grau de diferenciação tumoral. Por este motivo esse gene pode ser um 

candidato a gene supressor tumoral, uma vez que pode o mesmo exercer influência 

sobre a proliferação celular, apoptose e outras alterações bioquímicas e metabólicas 

durante o processo de carcinogênese (Ma et al., 2015). 

Considerando que o CCE é uma doença multifatorial verifica-se a 

oportunidade de avaliar a expressão gênica das enzimas GSTs de fase II de 

metabolização de xenobióticos e correlacionar com alguns dados epidemiológicos 

como o consumo de tabaco, álcool, além de outros fatores como estadiamento 

clínico.  

O estudo sobre a expressão desses genes em pacientes portadores de CCE 

bucal poderá ainda estabelecer alguns critérios de prognóstico e a obtenção de 

algum marcador tumoral que possibilite monitoramento de desordens com maior 

propensão á transformação maligna. 
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2 PROPOSIÇÃO 
 

 

2.1 Objetivo Geral 
	

 

O objetivo deste trabalho é avaliar a expressão gênica dos genes GSTM1, 

GSTP1 e GSTT1 metabolizadores dos xenobióticos de fase II, pelo método de qPCR 

em carcinoma de células escamosas bucal. 

 

 

2.2 Objetivo Específico 
	

	

Estabelecer uma correlação clínica entre o perfil de consumo dos principais 

fatores de risco, como idade de início e tempo de uso do tabaco, carga tabágica, 

Teste de Fagerström para Dependência a cigarros, AUDIT e estadiamento e a 

expressão gênica das GSTs no processo de detoxificação dos carcinógenos, em 

busca de possíveis marcadores tumorais. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética (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 período de fevereiro de 2015 

a fevereiro de 2018, realizado no Instituto de Ciência e Tecnologia (ICT-UNESP), 

junto ao Departamento de Biociências e Diagnóstico Bucal, nas disciplinas de 

Propedêutica Estomatológica, Laboratório de Patologia Bucal e Microbiologia e 

Imunologia.  

 

 

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 inclusão: Pacientes acima de 18 anos com 

diagnóstico de CCE fumantes, ex-fumantes e não fumantes. Os 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. 
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3.1.1 Grupo 1 – CCE 
 

 

Foi constituído de pacientes consecutivos que deram entrada para 

diagnóstico e tratamento nos serviços 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 

Campinas/SP (PUC-Campinas) e do Hospital Municipal Mário Gatti de 

Campinas/SP, 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 de pacientes consecutivos pareados por idade, sexo, carga 

tabágica e exposição ao álcool aos pacientes do Grupo CCE, que apresentaram 

algum tipo de lesão cirúrgica benigna bucal e que foram submetidas à biópsia 

excisional, atendidos no ambulatório da Disciplina de Propedêutica Estomatológica 

do Departamento de Biociências e Diagnóstico Bucal do Instituto de Ciências e 

Tecnologia (ICT-UNESP) e 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/SP. 

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 dependência nicotínica foi realizada por meio do Teste de 
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Fagerström para Dependência a Cigarros (TFDC), que é composto por seis 

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

pacientes foram alocados em cinco categorias em relação à dependência nicotínica: 

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 B). 

Na análise do perfil tabágico foram incluídas perguntas referentes ao 

consumo atual, idade de início, tipo de cigarro, quantidade e tempo de uso. A 

quantificação da carga tabágica, ou seja, a quantificação de quanto o indivíduo 

fumou até a presente data, foi feita com o cálculo de anos-maço (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). 

Em relação ao consumo de tabaco foram consideradas as seguintes 

definições: 

- Fumantes ou tabagistas ativos: 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 (Reichert et al., 2008). 

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 

dentro do Grupo fumante. 

 

 

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 Teste de AUDIT (ANEXO B) (Moretti-

Pires, Corradi-Webster, 2011). 

O AUDIT é composto por 10 questões pontuadas que identificam quatro 
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padrões de consumo de álcool: uso de baixo risco (provável ausência de problemas 

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). 

 

 

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) Coleta de um fragmento de 0,5 x 0,5 x 0,5 cm da lesão de pacientes com 

CCE bucal, durante a cirurgia de biópsia incisional da lesão ou de seu 

tratamento cirúrgico; 

b) Nos casos de pacientes dos grupos controle submetidos a algum tipo de 

biópsia de lesão benigna, foi utilizada borda de tecido sadio ao redor da 

mesma com as dimensões especificadas. 

 

As amostras foram armazenadas em 0,5 ml da solução Allprotect tissue 

reagent (Qiagen, CA. USA) overnight em frasco Eppendorff a temperatura de 4ºC, e 

após este período a -80ºC. Toda a parte experimental foi realizada no laboratório de 

Microbiologia e Imunologia do ICT-UNESP. 
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3.5 Extração e quantificação do RNA 
 
 
Foi realizada a extração de RNA de uma amostra de tecido (fígado), que 

usualmente expressa os genes alvos, para utilização na avaliação das curvas de 

eficiência dos primers. Todas as amostras foram avaliadas 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 pureza, que indica a qualidade do RNA, foi analisada por meio das 

proporções A260/A280 e A260/A230, sendo que em relação à proporção A260/A280 

valores obtidos estavam entre 1,8 e 2,0 e para A260/A230 valores próximos de 1,2.  
 

 

3.6 Escolha dos genes estudados 
 
 
O gene que codifica as enzimas da família Glutationa S-transferases são 

altamente polimórficas, variando sua prevalência entre as diversas populações. 

Devido a grande miscigenação entre os três principais grupos étnicos responsáveis 

pela colonização brasileira (europeus, índios e africanos) a prevalência destes 

polimorfismos é baixa em nosso país. 

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 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 
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lavadas com água livre de nuclease 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 1 ml de TRIzol kit (Ambion, Inc., 

Carlsbad, CA, USA), posteriormente à homogeneização. Foi 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 
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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 utilização. 

Inicialmente foram testados três genes de referência ACTB (Beta Actina), 

GAPDH (Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase), e TUBA1c (Tubulin Alpha 1c), mas 

ao final foi selecionado o TUBA1c com maior compatibilidade pela amostra, pois a 

eficiência de amplificação (E) dos genes alvo e do de referência 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 em comparação ao gene de referência, previamente selecionado, e 

que resulta em valor 1 (Livak, Schmittgen, 2001).  

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 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. 
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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 na 

quadro 2. 

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

padronização da quantidade de cDNA, concentração e temperatura de anelamento. 

Todos os primers designados para o experimento apresentaram uma eficiência entre 

95 e 154%. 

 

 

Quadro 2 – Sequência de primers escolhidos para o estudo 
	

Genes 
Nome do 

oligonucleotídeo 

Sequência dos primers 

Foward Reverse  

Genes 

estudados 

GSTM1 ACTTGATTGATGGGGCTCAC ATGGTTGTCCATGGTCTGGT 

GSTT1 GTTGCTCGAGGACAAGTTCC ATCAGCTCCGTGATGGCTAC 

GSTP1 CAGGTGTCAGGTGAGCTCTG ATGACCCGTTACTTGGCTGG 

Genes de 

referência 

ACTB CCAACCGCGAGAAGATGAC GCCGATCCACACGGAGTACT 

TUBA1c CCGGGCAGTGTTTGTAGACT TTGCCTGTGATGAGTTGCTC 

GAPDH CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC TTGACTCCGACCTTCACCTT 

Fonte: Elaborado pelo autor.  
 

 

3.8 Análise estatística 
 

 

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

de consumo de tabaco, uso de álcool e estágio da doença. A comparação da 

expressão gênica entre os grupos foi realizada pelos testes de Mann-Whitney e 

Kruskal-Wallis. 

Para correlação da expressão gênica com dados gerais da amostra foi 

utilizada correlação de Spearman. 

Em todos os testes foi adotado nível de significância 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 excluídas das análises 4 amostras de CCE e 8 de controle, pois não 

apresentaram quantidade suficiente de RNA extraído para realização do qPCR 

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 esquemático com os componentes da amostra 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Dentre os fumantes casos e controles, foi observada que boa parte dos 

indivíduos começou a fumar por volta da infância e adolescência. Apresentaram uma 

grande quantidade de cigarros fumados diariamente, a maioria com um tempo de 

uso acima de trinta anos, e uma carga tabágica elevada. De acordo com Teste de 

Fagerström para dependência ao cigarro, foi observada uma dependência elevada 

em ambos os grupos, bem como um padrão de consumo de risco segundo AUDIT. 

Considerando o estágio da doença por ocasião da coleta de material para 

Grupo CCE 
33 indivíduos 

Fumantes 27 indivíduos 
22 homens 

5 mulheres 

Não fumantes  6 indivíduos 
2 homens 

4 mulheres 

Grupo Controle 
15 indivíduos 

Fumantes 9 indivíduos 
6 homens 

3 mulheres 

Não fumantes  6 indivíduos 
2 homens 

4 mulheres 
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diagnóstico, tratamento e pesquisa, 21 (63,63%) pacientes portadores de CCE 

estavam em fase avançada da doença nos estágios III e IV (Tabela 1). As variáveis 

demográficas e de perfil tabágico dos 36 indivíduos fumantes dos dois grupos 

avaliados encontra-se descritos na tabela 1. 

 

 

Tabela 1 – Descrição das variáveis e perfil tabágico dos casos de CCE e controles 

fumantes 
	

Variáveis 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 17,3 ± 6,9 15,9 ± 5,4 

- Homens 16,7 ± 6,5 (5 – 31) 14,5 ± 2,8 (9 -16) 
- Mulheres 20 ± 8,8 (9 – 30) 18,7 ± 9,0 (13 – 29) 

Tempo de uso, anos 38,4 ± 16,6 34,2 ± 9,7 

- Homens 40,6 ± 15,5 (16 – 70) 37,5 ± 9,7 (21 – 48) 
- Mulheres 28,8 ± 19,6 (7 – 57) 27,7 ± 6,8 (20 – 33) 

Quantidade de cigarros fumados/dia 23,8 ± 9,4 31,1 ± 20,1 

- Homens 25,9 ± 8,5 (10 – 40) 38,3 ± 17,2 (20 – 60) 
- Mulheres 14,6 ± 7,8 (3 – 20) 16,7 ± 20,2 (4 – 40) 

Carga tabágica, anos-maço 45,5 ± 27,5 57,7 ± 41,9 

- Homens 51,6 ± 26,2 (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 19 indivíduos 7 indivíduos 

- Homens 17 5 
- Mulheres 2 2 

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

- Homens 5,6 ± 1,8 5,5 ± 2,1 
Baixa a moderada (0 – 5 ) 10 3 
Elevada a muito elevada (6 – 10) 12 3 
- Mulheres 3,6 ± 2,8 3,0 ± 2,0 
Baixa a moderada (0 – 5 ) 3 3 
Elevada a muito elevada (6 – 10) 2 0 
Fonte: Elaborada 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 e controles não 

fumantes 
	

Variáveis Grupo CCE não fumante Grupo Controle não fumante 

Sexo 6 6 

Homens 2 2 

Mulheres 4 4 

Idade (anos)  52,5 ± 17,2 46 ± 9,8 

Homens 72 ± 12,7 55,5 ± 2,1 

Mulheres 42,8 ± 7,8 41,3 ± 8,3 

Fonte: Elaborada pelo autor.  
 

	

Para os grupos CCE a classificação segundo o sistema TNM está descrita 

no quadro 3. 

 

 

Quadro 3 – Descrição dos Estágios das amostras de CCE 
	

Grupos Estágio Homens Mulheres Total  

CCE 
fumante 

I 1 (4,50%) 0 1 (3,70%) 
II 4 (18,18%) 2 (40,00%) 6 (22,22%) 
III 5 (22,72%) 1 (20,00%) 6 (22,22%) 
IV 12 (54,54%) 2 (40,00%) 14 (51,85%) 

Total  22 (100,00%) 5 (100,00%) 27 (100%) 

CCE não fumante 

I 1 (50,00%) 0 1 (16,66%) 
II 0 4 (100,00%) 4 (66,66%) 
III 0 0 0 
IV 1 (50,00%) 0 1 (16,66%) 

Total  2 (100,00%) 4 (100,00%) 6 (100%) 
Fonte: Elaborado pelo autor.  

 

 

A classificação segundo AUDIT pode ser observada no quadro 4.  
	

	



34 
	

	 	 	
	

Quadro 4 – Descrição dos valores do teste AUDIT para todos os participantes  

	

AUDIT, pontos Grupo CCE 
fumante 

Grupo Controle 
fumante 

Grupo CCE 
não fumante 

Grupo Controle 
não 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%) 
Não 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%) - - 
Provável dependência 2 (9,09%) - - - 
Mulheres 5 (18,51%) 3 (33,33%) 4 (66,66%) 4 (66,66%) 
Não 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%) - - - 
Provável dependência - - - - 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.2 Expressão gênica 
 

 

A avaliação da expressão gênica foi realizada para os genes: GSTM1, 

GSTP1 e GSTT1. 
	

 

4.2.1 Expressão de GSTM1 
 

 

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

31(94%). Os resultados de expressão gênica indicaram um aumento da expressão 

no Grupo CCE fumante quando comparados com o Grupo Controle fumante de 

acordo com Teste de Mann-Whitney (p=0,0161).  

O mesmo não ocorreu para o Grupo CCE não fumante quando comparado 

ao Grupo Controle não fumante, como pode ser observado na figura 2. Não houve 

diferença estatisticamente significativa entre os quatro grupos avaliados de acordo 

com teste de Kruskal-Wallis (p=0,0957).  
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Figura 2 – Gráfico da expressão do gene GSTM1 nos quatro grupos avaliados 
	

	
Fonte: Elaborada pelo autor.  
 

 

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

expressão gênica de GSTM1 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) 

	

GSTM1 
Nível de 

Expressão 
Idade 

Número 
de 

cigarros/ 
dia 

Início 
tabagismo 

Tempo 
de uso 

Carga 
tabágica Fagerström AUDIT Estágio 

 

CCE 
fumante 

n=26 

-0,0569 -0,0741 -0,0343 -0,1483 -0,1232 0,1478 0,2470 -0,1645 * 

0,7824 0,7190 0,8678 0,4696 0,5488 0,4711 0,2237 0,4221 # 

CCE 
não fumante 

n=5 

-0,8000 ** ** ** ** ** ** -0,3162 * 

0,1333 ** ** ** ** ** -0,7906 0,5333 # 

Controle 
fumante 

n=7 

-0,0082 0,0449 -0,5224 0,3123 -0,0237 -0,3752 -0,6018 ** * 

0,9682 0,8276 -0,5224 0,1203 0,9084 0,0589 0,0000 ** # 

Controle não 
fumante 

n=4 

0,0526 ** ** ** ** ** ** ** * 

0,9333 ** ** ** ** ** ** ** # 

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

 

 

A correlação de Spearman foi realizada entre a expressão gênica de GSTM1 

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

ao dia, inicio do tabagismo, tempo de uso de cigarros, carga tabágica, Teste de 
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Fagerström, AUDIT e estágio da doença. Houve correlação entre o AUDIT e a 

expressão no Grupo Controle fumante, porém inversa, ou seja, quanto maior AUDIT, 

menor a expressão de GSTM1 (p=0,0000) (Tabela 3). 

Foi avaliada a expressão gênica individual de GSTM1 em relação à carga 

tabágica para o Grupo CCE fumante. Não houve uma relação direta entre a carga 

tabágica e a expressão mostrando uma distribuição aleatória entre os diversos 

níveis de exposição de carga tabágica. 

Em cinco amostras de indivíduos não tabagistas houve a expressão de 

GSTM1. Também não foi observada relação com o sexo. A expressão gênica 

individual de GSTM1 em relação à carga tabágica está ilustrada na figura 3. 

 
 

Figura 3 – Expressão gênica individual de GSTM1 em relação à carga tabágica 

(anos-maço) na amostra de pacientes com CCE bucal 

 

 Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

 

4.2.2 Expressão de GSTP1 
 

 

Vinte e nove amostras de pacientes com CCE (88%) expressaram GSTP1. 

Na comparação entre os Grupos CCE fumante e Controle fumante com o grau de 
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expressão gênica não foi observada diferença estatisticamente significante pelo 

Teste de Mann-Whitney (p=0,4890). Da mesma forma, não encontramos resultados 

significativos quando comparamos a expressão gênica nos Grupos CCE e Controle 

não fumantes (p=0,4000).  

Foi observado aumento da expressão do gene GSTP1 do Grupo CCE 

fumante em relação aos demais grupos, como pode ser observado na figura 4, 

porém, esta relação não foi estatisticamente significante. 

Não foi constatada diferença na expressão do gene GSTP1 entre os Grupos 

CCE fumante e não fumante, segundo o Teste de Mann-Whitney (p=0,8194). 

Quando os quatro grupos foram comparados entre si, não houve diferença 

estatisticamente significante pelo Teste de Kruskal-Wallis (p=0,8016). 

 

 

Figura 4 – Gráfico da expressão gênica de GSTP1 nos quatro grupos avaliados  
	

	
 
Fonte: Elaborada pelo autor.  

 

 

Na análise do teste de Spearman não houve correlação significativa entre a 

expressão do gene GSTP1 e os parâmetros de tabagismo e etilismo para o Grupo 

CCE fumante. No entanto, os indivíduos do Grupo Controle fumante exibiram uma 

correlação significativa entre os níveis de expressão gênica com a idade (p=0,0008), 

idade de inicio do tabagismo (p=0,0033), Teste de Fagerström (p=0,0102) e AUDIT 

(p=0,0052) (Tabela 4).  
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Tabela 4 – Valores de correlação linear de Pearson (R) e respectivo p valor entre 

expressão gênica de GSTP1 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) 
	

GSTP1 
Nível de 

Expressão 
Idade 

Número 
de 

cigarros/ 
dia 

Início 
tabagismo 

Tempo 
de uso 

Carga 
tabágica Fagerström AUDIT Estágio 

 

CCE 
fumante 

n=26 

-0,0528 -0,0054 -0,1332 0,2062 0,1509 0,3249 -0,0130 0,0230 * 

0,7978 0,9792 0,5166 0,3123 0,4618 0,1053 0,9496 0,9113 # 

CCE 
não fumante 

n=3 

0,5000 ** ** ** ** ** 0,8660 -0,8660 * 

1,0000 ** ** ** ** ** 0,6667 0,0000 # 

Controle 
fumante 

n=9 

0,6181 -0,3105 0,5549 0,1609 -0,1786 -0,5039 -0,5435   * 

0,0008 0,1227 0,0033 0,4325 0,3826 0,0102 0,0052   # 

Controle não 
fumante 

n=3 

1,0000 ** ** ** ** ** ** ** * 

0,3333 ** ** ** ** ** ** ** # 

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

 

 

A expressão gênica individual de GSTP1 em relação à carga tabágica está 

ilustrada na figura 5. 

 
	

Figura 5 – Expressão gênica individual de GSTP1 em relação à carga tabágica 

(anos-maço) na amostra de pacientes com CCE bucal	 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Foi avaliada a expressão gênica individual de GSTP1 em relação à carga 

tabágica para os grupos CCE fumante e não fumante. Não foi observada uma 

relação entre o nível de expressão e a carga tabágica, mostrando ter havido uma 

baixa expressão quantitativa e aleatória. Também não foi observada uma relação 

entre expressão gênica individual e o sexo (Figura 5). 

	

	

4.2.3 Expressão de GSTT1 
	

	

Os resultados de expressão gênica indicaram que o gene GSTT1 foi expresso 

em (85%) das amostras dos pacientes com CCE, sendo 24 fumantes e 4 não 

fumantes. Ao se comparar os quatro grupos avaliados em relação ao nível de 

expressão de GSTT1, foi observado uma diferença estatisticamente significativa 

pelo Teste de Kruskal-Wallis (p=0,0236), ilustrada na figura 6. 

 

 

Figura 6 – Gráfico da expressão gênica de GSTT1 nos quatro grupos avaliados  

	

	
 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Na comparação da expressão de GSTT1 entre os Grupos CCE fumante e 

Controle fumante foi observado que no grupo com câncer houve uma menor 

expressão quando comparado ao Grupo Controle fumante e que essa diferença foi 

estatisticamente significante através do Teste de Mann-Whitney (p=0,0183). Porém, 

os níveis de expressão entre os Grupos CCE não fumante e controle não fumante, 

não apresentou significância (p=0,4571). Da mesma forma, não houve diferença 

estatisticamente significante entre os Grupos CCE fumante e CCE não fumante 

(p=0,6418), ambos pelo Teste de Mann-Whitney. 

A análise da correlação entre o nível de expressão de GSTT1 e fatores 

ligados ao tabagismo, etilismo e estadiamento, não foi observada correlação 

significativa no Grupo CCE fumante.  

Tal correlação foi observada no Grupo Controle fumante e foi 

estatisticamente significante entre o nível de expressão gênica e idade dos 

pacientes (p=0,0095), número de cigarros fumados ao dia (p=0,0175), inicio do 

tabagismo (p=0,0081), Teste de Fagerström (p=0,0085), AUDIT (p=0,0219) (Tabela 

5). 

 

	
Tabela 5 – Valores de correlação linear de Pearson (R) e respectivo p valor entre 

expressão gênica de GSTT1 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) 
	

GSTT1 
Nível de 

Expressão 
Idade 

Número 
de 

cigarros/ 
dia 

Início 
tabagismo 

Tempo 
de uso 

Carga 
tabágica Fagerström AUDIT Estágio  

CCE 
fumante 

n=24 

-0,1091 -0,2555 0,1346 -0,1761 -0,2890 -0,2174 -0,0328 -0,3967 * 

0,6118 0,2282 0,5306 0,4105 0,1708 0,3075 0,8792 0,0550 # 

CCE 
não fumante 

n=4 

0,2000 ** ** ** ** ** 0,0000 0,3162 * 

0,9167 ** ** ** ** ** 0,6667 1,0000 # 

Controle 
fumante 

n=8 

-0,5183 0,4805 -0,5271 -0,2707 0,2959 0,5242 0,5606 ** * 

0,0095 0,0175 0,0081 0,2008 0,1604 0,0085 0,0219 ** # 

Controle não 
fumante 

n=4 

** ** ** ** ** ** ** ** * 

** ** ** ** ** ** ** ** # 

*Coeficiente de correlação de Spearman; # p-valor; ** Não realizado. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Na figura 7 está ilustrada a expressão gênica individual das amostras de CCE 

fumantes e não fumantes, e suas respectivas cargas tabágicas. 

 

 

Figura 7 – Expressão gênica individual de GSTT1 em relação à carga tabágica 

(anos-maço) na amostra de pacientes com CCE bucal 

 
Fonte: Elaborada pelo autor.  
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5 DISCUSSÃO 
 

 

Neoplasias malignas de cavidade bucal estão 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 

câncer (2018) têm mostrado que no Brasil ocupam a quinta e sétima posição, entre 

homens e mulheres respectivamente e representam um importante problema de 

saúde publica. O diagnóstico precoce com intervenções terapêuticas menos 

agressivas proporcionam maiores possibilidades de cura (Malik et al., 2015). 

Tabaco e álcool são os principais fatores de risco relacionados a este tipo de 

neoplasia. Portanto a exposição prolongada aos principais carcinógenos 

provenientes desses produtos aumentam as chances de alterações celulares e 

desenvolvimento do câncer.  

Os pacientes acometidos por CCE geralmente têm um perfil de indivíduos do 

sexo masculino, com inicio precoce do consumo de tabaco e álcool, escolaridade e 

nível sócio econômico baixos. Assim, medidas de educação e prevenção devem ser 

direcionadas principalmente a esse extrato social como forma de reduzir a incidência 

deste tipo de neoplasia, como sugerido por Boing et al. (2011). 

Em nossos resultados encontramos uma prevalência maior de homens 

fumantes, que estão em concordância com os dados de pesquisa do Vigitel que 

também demonstrou uma maior prevalência de tabagismo entre homens (12,7%) em 

relação às mulheres (8%) na população brasileira acima de 18 anos (Brasil, 2017). 

O tabagismo entre os grupos CCE e Controle foi semelhante em muitos 

aspectos como a média geral de idade, idade de início 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 tabágica bem superior quando comparado ao 

Grupo CCE fumante devido ao maior consumo diário de cigarros. Este 

comportamento mostrou características preocupantes uma vez que predispõe a um 

risco aumentado de desenvolvimento de doenças tabaco relacionadas, dentre elas o 

câncer (Hashibe et al., 2009; Warnakulasuriya et al., 2010; Winn et al., 2015). 

A dependência nicotínica (DN) foi avaliada por meio do TFDC. Em nossa 

casuística observamos que a maioria dos homens com câncer apresentou 
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dependência elevada ou muito elevada ao contrário das mulheres. Estes achados 

foram semelhantes aos encontrados por Almeida et al. (2014) em uma população 

com neoplasias malignas de cabeça e pescoço. Entretanto, Chen et al. (2017) não 

encontraram diferença significante entre os valores do TFDC entre homens e 

mulheres. Em relação ao Grupo Controle fumante houve um equilíbrio no grau de 

DN entre os homens, com predomínio de baixa dependência entre as mulheres. 

A persistência do tabagismo após o diagnóstico de câncer está relacionada 

ao maior risco de desfechos desfavoráveis no tratamento, como recidiva tumoral, 

surgimento de segundo tumor primário e complicações dos procedimentos cirúrgicos 

e terapias adjuvantes. Em nossa amostra, 70% continuavam a fumar mesmo após o 

diagnóstico do CCE bucal. Estes resultados foram contrários aos encontrados por 

Almeida et al. (2014) onde cerca de 90% dos pacientes haviam parado de fumar.  

Ao considerarmos o grau de exposição dos indivíduos com câncer fumantes 

observamos um prolongado tempo de uso com média geral de cerca de 38 anos e 

uma diferença 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 padrão, mostrando não existir um consumo médio uniforme entre os 

pacientes. Tal achado sugere uma maior vulnerabilidade das mulheres em relação 

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 estádio avançado. Em 

nossa casuística uma das pacientes apresentava uma lesão estádio IV com apenas 

vinte oito anos de idade. 

Em concordância com este achado, em nossa casuística tivemos cinco 

mulheres fumantes com câncer, sendo quatro acima de 50 anos sem histórico de 

reposição hormonal, o que poderia estar relacionado ao desenvolvimento do câncer.  

Dados de literatura têm mostrado que o estrógeno parece ter um papel 

protetor importante. Hashim et al. (2017) mostraram que mulheres fumantes em 

menopausa, porém em uso de terapia de reposição hormonal tiveram uma menor 

incidência de NMTADS. Observou também que quanto mais precoce o inicio da 

reposição e quanto maior esse período, menores eram os riscos das mesmas 

desenvolverem este tipo de neoplasia.  

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

hormonal não pode ser valorizado como fator protetor, uma vez que em nossa 
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casuística quatro mulheres que ainda não haviam entrado na menopausa, e também 

não tinham histórico de consumo de tabaco e álcool apresentaram CCE de língua 

em estágio inicial.  

Considerando esse fato, Toporcov et al. (2015) também observaram um 

aumento crescente dessa forma de apresentação da doença em pacientes adultos 

jovens, questionando um provável fator familiar genético desconhecido. No Brasil, 

Moysés et al. (2013) analisaram fatores clínicos, patológicos e demográficos, e 

encontraram uma quantidade considerável de mulheres jovens que nunca fumaram 

ou beberam e que apresentaram CCE bucal.  

Embora já haja uma relação estabelecida entre tumores de orofaringe e 

HPV, a literatura ainda é controversa particularmente sobre o papel do HPV nas 

lesões da cavidade bucal (Poling et al., 2014). Em estudo realizado por 

Kaminagakura et al. (2012) os autores encontraram uma prevalência de cerca de 

68% de HPV positivo em pacientes adultos jovens. No entanto, boa parte da 

amostra era de indivíduos com história de etilismo e tabagismo associado. Em nossa 

casuística tivemos quatro pacientes com idade abaixo de 40 anos, sendo dois deles 

fumantes com alta carga tabágica e dois deles sem nenhum histórico de etilismo ou 

tabagismo. Seria essa uma forma diferente de manifestação do CCE bucal ?  

Em estudo realizado Juli e Juli (2015), os autores mostraram que fatores 

genéticos têm influenciado as diversas etapas de adição, predispondo as pessoas a 

uma maior vulnerabilidade para o inicio e manutenção do hábito, bem como uma 

maior propensão para a dependência. Esses resultados mostram a importância do 

componente genético. 

Ao considerarmos o comportamento de risco dos indivíduos para o consumo 

de etílicos através do AUDIT, observamos um padrão diferente entre homens e 

mulheres. Cerca de 80% dos homens exibiram um consumo de risco alto e provável 

dependência, bem diferente das mulheres, que por consumirem menos 

apresentaram menor risco de dependência. O consumo de etílicos é de difícil 

quantificação uma vez que pode ser extremamente variável durante a vida. 

Em geral, o comportamento de consumo e dependência está associado a 

problemas sócio econômicos, desemprego, desajustes emocionais, baixa 

autoestima, depressão, conflitos quer sejam familiares ou no trabalho, como 

observado em estudo realizado por Silveira et al. (2012). 
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A associação entre tabagismo e etilismo no contexto do CCE bucal está bem 

estabelecida. Em nossa amostra, dos 13 indivíduos com comportamento de risco 

observados por meio do AUDIT, seis deles apresentaram escores elevados ou muito 

elevados pelo TFDC. Tal situação mostrou a relação de co-dependência entre 

múltiplos fatores exógenos nocivos e que potencializam um maior risco de 

surgimento de câncer. Esses achados estão em concordância com inúmeros 

trabalhos que demonstraram a relação entre as múltiplas dependências químicas e o 

aumento no risco de câncer (Hashibe et al., 2009; Warnakulasuriya et al., 2010; 

Winn et al., 2015). 

Ao analisarmos o estágio evolutivo da doença, cerca de 2/3 encontrava-se 

em estágios avançados (III e IV), sendo 20 pacientes no Grupo CCE fumante (17 

homens e 3 mulheres), ao contrário do Grupo CCE não fumante, onde dos seis 

pacientes, apenas um homem apresentou doença em estágio IV.  

Em nossa casuística pacientes não fumantes apresentaram estágios mais 

iniciais da doença tendo propiciado tratamento menos agressivo e prognóstico 

melhor. De acordo com Peterson et al. (2016), estágios mais avançados da doenças 

foram associados a um grau de exposição maior ao tabaco, como tempo, grau de 

exposição e duração do hábito, devendo esse fator ser sempre considerado durante 

a análise estratificada juntamente com outros fatores prognósticos. 

Dados de literatura têm mostrado que o CCE bucal em fases mais 

avançadas geralmente é mais prevalente em fumantes, o que está de acordo com 

os achados do nosso estudo, que mostraram pacientes não fumantes em estágios 

mais iniciais da doença, propiciando um tratamento menos agressivo e um 

prognóstico melhor (Peterson et al., 2016). 

Além disso, nossos resultados indicaram uma maior preocupação das 

mulheres não fumantes quanto ao surgimento de uma lesão na boca, onde foram 

encontrados estágios mais iniciais da doença. No entanto, as mulheres fumantes de 

nossa casuística apresentaram estádios mais avançados da doença, ou seja III e IV. 

O diagnóstico tardio compromete de forma acentuada as perspectivas de 

tratamento e cura, conforme demonstrado em trabalhos realizados por diversas 

populações ao redor do mundo. O estadiamento precoce ainda é um grande desafio 

aos profissionais envolvidos no diagnóstico e tratamento (Huang, O’Sullivan, 2017). 

Em estudo multicêntrico do grupo INHANCE Consortium, o tabagismo foi 
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considerado fator prognóstico de sobrevida aos tumores de boca. Os indivíduos que 

consumiam acima de 20 cigarros/dia diminuíram em 41% a sobrevida em cinco 

anos, e apresentaram estadiamento mais avançado da doença, porém sem relação 

com aumento do consumo de álcool (Giraldi et al., 2017). 

A frequência gênica das Glutationa S-transferases tem sido estudada em 

diferentes populações. Estes estudos relacionam-se especialmente às questões 

sobre o polimorfismo desta categoria e sua atividade enzimática resultante.  

 Em nosso trabalho, a escolha pela variante selvagem é justificada pela sua 

maior prevalência na população brasileira (da Fonte de Amorim et al., 2002; Rossini 

et al., 2002, 2007; Ribeiro Pinto et al., 2003). Nossa população é resultado da 

miscigenação basicamente entre portugueses, índios e africanos. Nossos resultados 

mostraram uma importante expressão da forma selvagem dos genes GSTM1 (94%), 

GSTP1 (88%) e GSTT1 (85%) em amostras de CCE bucal, sendo que, até o 

momento tais valores não foram descritos na literatura.  

Em estudo sobre polimorfismos genéticos de GSTs e quimioterapia em 

pacientes de câncer de cabeça e pescoço, Pincinato (2015) observou que GSTT1 

apresentou uma frequência de cerca de 83% na sua forma selvagem em amostras 

de sangue periférico. Todavia, diferente de nossos achados em relação aos genes 

GSTM1 e GSTP1 selvagens o autor encontrou uma frequência de 48% e 42% 

respectivamente, principalmente de população 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 não em amostra de 

tecido tumoral. Em nossa casuística quase a totalidade foi composta de 

caucasóides, e nenhum paciente asiático ou descendente. 

A baixa atividade ou atividade nula das enzimas GSTs, determinada pelo 

genótipo nulo, é outro ponto importante de investigação. Pesquisadores acreditam 

que o genótipo nulo aumentaria as chances de desenvolvimento de CCE, pois não 

haveria detoxificação de compostos eletrofílicos vindos da fase I ou de carcinógenos 

diretos para a fase II, permitindo a interação com DNA da célula como sugerido por 

Rao et al. (2017). 

Diversos trabalhos de literatura têm mostrado a importância do estudo das 

formas polimórficas nulas como fator de risco para as neoplasias malignas, em 
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particular as NMTADS. Assim, estudos têm sido realizados em grupos de indivíduos 

portadores de fenótipo que apresentaram uma diminuição da capacidade de 

metabolização de carcinógenos em sua fase II, ou seja, de conjugação da glutationa 

a componentes eletrofílicos e sua subsequente excreção (Yadav et al., 2010; 

Sharma et al., 2017). Porém, em estudo de Hatagima et al. (2008) realizado com 

uma população do Rio de Janeiro, não foi comprovada a relação entre casos de 

CCE bucal e controles ao se analisar o genótipo nulo de GSTs. 

A possibilidade de estudo dos genes Glutationa S-transferases em uma 

população de risco para tabaco e álcool dependente mostrou-se ideal, uma vez que 

são populações com alto grau de exposição a carcinógenos (Krüger et al., 2015). O 

método escolhido para o presente estudo foi o qPCR que identifica a expressão e 

quantifica o total de cDNA transcrito do RNA mensageiro. 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. 

Em nossa casuística foi encontrada uma frequência de 94% na expressão 

de GSTM1 selvagem nos casos de amostras de pacientes com CCE fumantes. Não 

encontramos na literatura nenhum artigo com valores tão altos de expressão em 

tecido tumoral. Este valor é bem diferente dos estudos geralmente realizados em 

sangue periférico, cuja variação é relacionada a diferentes populações, tendo sido 

descrita em torno de 40 a 50%.  

No Grupo CCE fumante foi observado um aumento da expressão quando 

comparada ao Grupo Controle fumante, significativo estatisticamente. No entanto 

não houve correlação importante entre o grau de exposição aos carcinógenos do 

tabaco avaliados por meio dos parâmetros do perfil tabágico, entre eles DN, carga 

tabágica, tempo de uso, e a expressão de GSTM1 do Grupo CCE fumante.  

Contrário aos nossos achados, Melo et al. (2015), verificaram uma 

associação entre expressão de formas selvagens, principalmente de GSTM1 e 

GSTT1, e DN, onde uma maior expressão e consequentemente uma maior 

metabolização da nicotina, diminuíram seus efeitos colaterais e promoveram uma 

maior dependência. 

No Grupo Controle fumante foi observada uma correlação entre o diminuição 

nos níveis de expressão de GSTM1 e um aumento do comportamento de risco para 
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o uso de álcool, avaliado pelo AUDIT. Entretanto parece não haver significado 

clínico uma vez que o álcool é metabolizado por enzimas como as álcool 

desidrogenases (ALDH), que também é uma enzima de fase II, como as Glutationa 

S-transferases, bem como as enzimas de fase I da família Citocromo P450, em 

especial CYP2E1. Sendo assim, é provável que a diminuição da expressão de 

GSTM1 nos controles, tenha sido compensada por uma maior expressão das 

enzimas metabolizadoras do álcool conferindo um fator protetor a este grupo. 

Na análise individual da expressão gênica em relação a carga tabágica de 

cada indivíduo pudemos observar que a quantificação da expressão variou de forma 

individual e aleatória, não mostrando uma relação direta entre as variáveis. Apesar 

das maiores expressões terem sido observadas acima de 50 anos-maço algumas 

cargas tabágicas maiores mostraram menores expressões. Além disso, não 

observamos nenhuma relação entre a expressão gênica de GSTM1 e o 

estadiamento. 

Em nossa amostra, cinco pacientes não tabagistas e não etilistas 

apresentaram expressão de GSTM1. Este fato também observado por Soares et al. 

(2017), foi justificado pelo fato de outros possíveis xenobióticos poderem estimular a 

expressão de GSTs em particular GSTM1, e que não estariam relacionadas aos 

carcinógenos do tabaco e álcool.  

Como foi mostrado em nossa casuística quase a totalidade dos pacientes 

apresentaram uma carga tabágica acima de 10 anos-maço, e metade deles por 

longos períodos. Esses achados foram semelhantes a Natphopsuk et al. (2016) que 

observaram indivíduos com carga tabágica elevada (acima de 5 a 10 anos-maço), 

por períodos mais longos (acima de 40 anos), poderiam levar a uma saturação de 

carcinógenos, impedindo o processo de desintoxicação e consequentemente 

podendo levar a carcinogênese, mostrando a importância dessas variáveis. 

Em relação a expressão gênica de GSTP1 selvagem não foi observada 

diferença entre os grupos avaliados. Ao contrário do gene GSTM1, que demonstrou 

aumento de atividade, a expressão de GSTP1 ocorreu de forma mais homogênea 

em todos os grupos analisados não tendo resultado estatisticamente significante.  

No Grupo CCE fumante, não foi observada correlação da expressão gênica 

de GSTP1 e todas as variáveis de exposição ao tabaco, álcool e estadiamento 

clinico da doença. Já no Grupo Controle fumante pôde-se observar uma correlação 
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direta entre o nível de expressão quando comparado com a idade dos pacientes, 

inicio do hábito. Assim, o nível de expressão aumentou à medida que esses 

indivíduos começaram a fumar em idade mais tardias e tinham idade mais 

avançada, mostrando que a expressão gênica provavelmente foi induzida mais 

tardiamente, auxiliando no processo de detoxificação dos carcinógenos e conferindo 

proteção. 

Todavia, o número de cigarros fumados ao dia, tempo de uso em anos, e 

carga tabágica em anos-maço, ou seja, o grau de exposição desses controles ao 

longo da vida parece não ter sido importante. Em nosso Grupo Controle fumante 

constatamos que os mesmos fumavam cerca de 1 maço de cigarro a mais por dia, 

tinham uma carga tabágica muito maior, porém com um tempo de uso menor 

quando comparado aos casos do Grupo CCE fumante. Apesar disso, não houve 

significância para esses fatores.  

Embora a grande maioria dos pacientes tenham expressado GSTP1 no 

Grupo CCE fumante, essa expressão foi fraca podendo ser considerada um fator 

importante ao desenvolvimento do câncer pela não detoxificação dos componentes 

carcinógenos. Natphopsuk et al. (2016) propuseram uma justificativa a esse achado, 

onde provavelmente tenha havido uma saturação dos níveis de carcinógenos do 

tabaco nas células e que teriam impedido o mecanismo de detoxificação do sistema 

enzimático de fase II podendo ter colaborado com o processo de carcinogênese. 

Além disso, a baixa expressão de GSTP1 foi relacionada por Ma et al. 

(2015) como um importante fator de diferenciação tumoral, podendo estar 

relacionada com a proliferação celular, apoptose, e outras alterações bioquímicas do 

metabolismo celular. Para os três casos onde a expressão do GSTP1 foi 

indetectável, a hipótese de genótipo nulo deve ser considerada.  

Ainda no Grupo Controle fumante a expressão de GSTP1 e sua correlação 

com o Teste de Fagerström, foi significante, porém com uma fraca correlação, não 

sendo observado no Grupo CCE fumante. Quanto menor o teste de Fagerström, 

maior foi o nível de expressão de GSTP1. O TFDC é mais relacionado aos sintomas 

de dependência e abstinência pela velocidade de metabolização da nicotina. No 

entanto, o principal metabolizador da nicotina são as enzimas da família Citocromo 

P450, em especial CYP2A6. O comportamento poligênico que envolve a DN está 

bem estabelecido, e relacionada a diversos fatores como metabolização da nicotina, 
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receptores nicotínicos cerebrais, sistemas de recompensa cerebral entre outros 

como demonstrado por Minicã et al. (2017). 

Para Zakiullah et al. (2015) o gene CYP1A1, que codifica a enzima da fase I 

com mesmo nome, também exerce influencia na expressão dos genes de fase II, 

como GSTM1 e GSTP1, porém com um mecanismo ainda desconhecido, sugerindo 

que este tipo de estudo seja feito a associação desses três genes, tanto na forma 

selvagem quanto polimórfica. 

Ainda no Grupo Controle fumante foi observada uma correlação entre o 

aumento nos níveis de expressão de GSTP1 e a diminuição do comportamento de 

risco para o uso de álcool, avaliado pelo AUDIT. Entretanto parece não haver 

significado clínico uma vez que o álcool é metabolizado por enzimas da família 

CYP450, em especial CYP2E1 na fase I, bem como as álcool desidrogenases 

(ALDH), em fase II (Cederbaum, 2012). 

O aumento na expressão de GSTP1 em indivíduos tabagistas e etilistas 

ainda sem lesão de CCE poderia demonstrar um mecanismo protetor. No entanto do 

ponto de vista de marcados tumoral tal avaliação só poderia ser realizada em 

pacientes com alguma patologia da cavidade bucal que necessitassem de 

tratamento cirúrgico. Essa situação nos parece de pouca utilidade prática no 

momento.  

Em estudo de Soares et al. (2017) que analisando a expressão de GSTP1 

em margens livres de pacientes etilistas e tabagistas com CCE, e comparando com 

margem de tumor de indivíduos que nunca fumaram ou beberam, observaram uma 

maior expressão em indivíduos fumantes e etilistas. Este achado sugere uma 

possível falha no mecanismo de proteção, e diminuição do processo de 

detoxificação cuja falha poderia ter influenciado no processo de carcinogênese, em 

um possível campo de cancerização.  

Na análise da expressão gênica individual de GSTP1 e sua relação com a 

carga tabágica também não observamos relação entre dose e expressão. Poucos 

pacientes do Grupo CCE fumante apresentaram uma maior expressão, cuja análise 

individual também não mostrou nenhuma relação com alguma característica clínica 

específica. Esses três pacientes tiveram doença avançada, TFDC elevado, o que 

não diferiu muito do padrão de nossa amostra. 
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Na análise comparativa da expressão gênica de GSTT1 entre os Grupos 

CCE fumante e Controle fumante identificamos uma diferença significante, 

mostrando uma diminuição da expressão do Grupo CCE fumante, em relação ao 

Grupo Controle fumante. A menor expressão no Grupo CCE fumante já era 

esperada uma vez que os indivíduos que tiveram câncer provavelmente não tiveram 

a metabolização dos carcinógenos, e que tais indivíduos poderiam apresentar a 

forma nula do gene. Dados de literatura têm mostrado que a forma nula está 

relacionada a um maior risco de CCE bucal (Dong et al., 2017). 

Assim como nos genes anteriormente estudados a expressão de GSTT1 foi 

expressiva em quase a totalidade das amostras, porém quantitativamente baixa. Em 

nossa casuística 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 frequência desse gene selvagem 

costuma ser alta. Pincinato et al. (2015) encontraram alta expressão em sangue 

periférico.  

Como nos demais genes estudados, não encontramos na literatura nenhum 

trabalho que mostrasse a frequência de GSTT1 tanto selvagem quanto polimórfico 

em amostras de tecido tumoral de pacientes com CCE bucal. 

Ao se fazer a correlação da expressão gênica de GSTT1 com fatores de 

exposição no Grupo CCE fumante, não houve significância em nenhum dos fatores. 

No entanto, essa correlação foi estatisticamente significante no Grupo Controle 

fumante, para as variáveis idade do paciente, número de cigarros fumados ao dia, 

idade de inicio, Teste de Fagerström e AUDIT.  

Diferente de GSTP1, quanto menor a idade do indivíduo controle e quanto 

menor a idade de inicio do tabagismo maior foi o nível de expressão de GSTT1. 

Além disso, quanto maior o número de cigarros fumados ao dia , quanto maior o 

TFDC e AUDIT maior foi a expressão de GSTT1. Esses achados mostraram que a 

alta exposição do Grupo Controle fumante foi um fator de maior expressão de 

GSTT1 em relação ao Grupo CCE fumante, e que provavelmente conferiu proteção 

ao Grupo Controle. No entanto vale ressaltar a importância do acompanhamento 

ambulatorial desses indivíduos, onde apesar de não apresentarem uma neoplasia 

maligna permaneceriam com um maior risco de desenvolvimento de um câncer ao 
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considerarmos um fator de saturação conforme proposto por Natphopsuk et al. 

(2016). 

Na análise individual da expressão de GSTT1, três pacientes não tinham 

histórico de tabagismo nem de etilismo. Este fato mostrou, que esses indivíduos 

apresentaram expressão desse gene, porém provavelmente devido a outros 

xenobióticos, como postulado por Soares et al. (2017) ao analisar a expressão 

gênica de GSTP1 em pacientes não tabagistas e não etilistas. 

No Brasil, Gattás et al. (2006) mostraram a associação entre genes de 

detoxificação de fase I (CYP1A1 e CYP2E1), e de fase II (GSTM1 e GSTT1), porém 

sem associação entre GSTT1 nulo e câncer bucal, como foi demonstrado 

posteriormente por Zakiullah et al. (2015). 

De acordo com Soares et al. (2017) o aumento da expressão de GSTs pode 

ser um indicador de resistência quimioterápica. Este fato nos levaria a pensar 

também, que do ponto de vista de um tratamento quimioterápico individualizado, as 

diferentes expressões de GSTs deveriam ser consideradas. Em nossa casuística 

houve diferença nas expressões das subunidades de GSTs estudadas, mas apenas 

GSTT1 mostrou uma diminuição da expressão entre os casos do Grupo CCE 

fumante e que portanto poderiam se beneficiar com a quimioterapia. No entanto, as 

indicações de terapia neoadjuvante para câncer de boca tem sido cada vez mais 

restritas, e a adjuvância só é indicada nos casos de margem cirúrgica comprometida 

ou extravasamento extra-capsular de metástase regional (Adelstein et al., 2017) 

Entre as limitações do estudo, houve dificuldade de pareamento de amostras 

de indivíduos com CCE e controle considerando idade, sexo e carga tabágica. A 

aquisição dos blocos em parafina teria possibilitado estudo imunohistoquímico da 

expressão dos genes estudados conforme trabalho realizado por Soares et al. 

(2017). 

Apesar da pesquisa ter sido realizada com amostras coletadas em quatro 

serviços distintos, localizados em municípios diversos, o número de amostras 

evidencia a necessidade de um biobanco com dados consistentes.  

Outro fator limitante foi o fato de não ter sido possível uma avaliação da 

curva de sobrevida de nossos pacientes com CCE bucal em virtude do pouco 

período de seguimento dos casos onde a grande maioria tinha menos de 12 meses 
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de tratamento, impedindo assim uma avaliação de fatores prognósticos relacionados 

a expressão gênica. 

Assim como outros estudos genéticos o CCE bucal é uma doença 

multifatorial e poligênica que envolve inúmeros mecanismos de carcinogênese e anti 

carcinogênese onde o papel de cada fator ainda necessita de maiores 

esclarecimentos  
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6 CONCLUSÃO 

 

 

Concluímos que as formas selvagens das GSTs estudadas apresentaram 

uma alta expressão nas amostras de pacientes com CCE bucal. Entretanto, 

quantitativamente essa expressão foi baixa, com grande variabilidade interindividual. 

Outrossim, não houve uma correlação direta entre níveis de expressão, carga 

tabágica, TFDC, teste AUDIT e estadiamento clínico no grupo CCE fumante. O 

aumento da expressão de GSTM1 e GSTP1 parece não ter tido um efeito protetor. A 

baixa expressão de GSTT1 em pacientes fumantes com CCE bucal se mostrou um 

potencial marcador a ser avaliado em pacientes fumantes que ainda não 

desenvolveram uma neoplasia maligna.  
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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, portadora do registro no 

Conselho Regional de Odontologia CROSP 40530, telefone para contato 12-3947 

9079, 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 será 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 será 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 através 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 pela 

participação no 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 outros laboratórios 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 outros fatores 

relacionado à doença. As informações obtidas serão analisadas sem que seu nome 
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apareça. O Sr (a) tem o direito de ser informado sobre os resultados finais ou 

parciais. Se tiver 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 ainda, 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 lido comigo este termo de consentimento. Minhas dúvidas foram 

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

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

será feito, que foi 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 
Quantas doses (copos) você consome num dia típico em que está bebendo? 
5 a 6 Vinho 120 ml 
7 a 9 Destilado (whisky, vodca, pinga) 36 ml 
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 
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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: Elaborado pelo autor.  
 
 
 
Exame clínico: 
 
 
1) Extra-bucal 
 
 
2) Intra-bucal 
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Parte II - Estadiamento (TNM) e tratamento oncológico 
 
 
Neoplasia de cavidade bucal 

Sí
tio

 p
rim

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 

Es
ta

di
am

en
to

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

Fonte: Elaborado pelo autor.  
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Parte III - 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 Dependência nicotínica 

0 – 2 Muito baixa 

3 – 4 Baixa 

5 Moderada 

6 – 8 Elevada 

9 – 10 Muito elevada 
Fonte: Fagerström, 2012 
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ANEXO A - Certificado do Comitê de Ética em Pesquisa 
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ANEXO B – AUDIT – Teste de Identificação de Desordens Devido ao Uso de Álcool 
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