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RESUMO

O carcinoma epidermadide oral (CEO) esta associado a fatores ambientais como o
tabagismo e consumo de alcool, porém fatores genéticos como polimorfismos em
genes envolvidos na metabolizacdo de xenobidticos podem interagir predispondo
individuos a desenvolver CEO. O gene CYP1Al age na metabolizacdo de
carcindgenos presentes na fumaca do cigarro e o polimorfismo Mspl neste gene
produz o alelo T que pode estar relacionado a suscetibilidade genética a doenca.
Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar a relagdo entre o
polimorfismo Mspl e suscetibilidade ao CEO no Espirito Santo. O grupo amostral
compreendeu 105 pacientes portadores de CEO e 70 individuos controles. A analise
molecular foi realizada através da técnica PCR-RFLP em gel de agarose. As
frequéncias genotipicas encontradas no grupo de pacientes foram: 28,57% (C/C),
67,62% (C/T) e 3,81% (T/T). No grupo de controles foram: 61,43% (C/C), 38,57%
(CIT) e 0% (T/T). As frequéncias alélicas no grupo de pacientes foram: 61,90% (C) e
38,10% (T). No grupo de controles foram: 80,71% (C) e 19,29% (T). A analise
estatistica demonstrou uma maior prevaléncia do alelo polimérfico no grupo de
pacientes, sugerindo que este alelo pode conferir um aumento no risco para CEO.
As frequéncias de distribuicAo dos gendtipos entre casos e controles foram
estatisticamente diferentes devido a alta frequéncia do alelo polimorfico em
pacientes. Foi encontrada diferenca significativa no consumo de tabaco e alcool
entre os grupos, prevalecendo no grupo de pacientes, confirmando tais hébitos
como fatores de risco ao CEO. Nas analises gendétipo/fenétipo ndo se observou

relacdo entre caracteristicas clinico-patologicas e genotipos avaliados.

Palavras-chave: Cancer Oral. Gene CYP1ALl. Polimorfismo génico. Suscetibilidade

geneética.






ABSTRACT

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is associated with environmental factors such
as smoking and alcohol consumption, but genetic factors as polymorphisms in genes
involved in the metabolism of xenobiotics can interact predispose individuals to
develop OSCC. The CYP1Al gene acts in the metabolism of carcinogens present in
cigarette smoke and the Mspl polymorphism in this gene produces the T allele that
may be related to genetic susceptibility to disease. Therefore, this study aimed to
evaluate the relationship between the Mspl polymorphism and susceptibility to the
OSCC in the Espirito Santo State, Brazil. The sample group comprises 105 patients
with OSCC and 70 control subjects. Molecular analysis was performed by PCR-RFLP
technique in agarose gel. The genotype frequencies found in the group of patients
were: 28.57% (C/C) 67.62% (C/T) and 3.81% (T/T). In the control group were 61.43%
(C/IC) 38.57% (C/T) and 0% (T/T). The allele frequencies in group of patients were:
61.90% (C) and 38.10% (T). In the control group were 80.71% (C) and 19.29% (T).
Statistical analysis showed a higher prevalence of polymorphic allele in patients,
suggesting that this allele can confer an increased risk for the OSCC. The frequency
distribution of genotypes between cases and controls were statistically different due
to the high frequency of polymorphic allele in patients. Significant differences were
found in the consumption of tobacco and alcohol use among groups, prevailing in the
group of patients, confirming such habits as risk factors to the OSCC. In the analyzes
genotype/phenotype there was no relationship between clinical and pathological

features and genotypes.

Keywords: Oral cancer. CYP1ALl gene. Gene polymorphism. Genetic susceptibility.
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1 INTRODUCAO

O cancer tem despertado uma grande preocupacao nos responsaveis pela saude
publica devido ao aumento nas incidéncias em todo o mundo. O carcinoma
epidermdide oral (CEO) é considerado um grave problema de saude devido a sua
elevada taxa de mortalidade, grande namero de incidéncia mundial, além das graves
deformacfes funcionais e estéticas que apresentam ao longo do tratamento desta
doenca (PARK et al., 1997). O CEO é o sexto motivo de morte causada pelo cancer
em todo o mundo, onde o mesmo representa cerca de 90% das neoplasias orais
(SILVERMAN, 2001; HUNTER; PARKINSON; HARRISON, 2005). Segundo o
Instituto Nacional de Cancer (2014, p. 41) “estimam-se, para o Brasil, no ano de
2014, 11.280 casos novos de cancer da cavidade oral em homens e 4.010 em

mulheres”.

Para o Estado do Espirito Santo, as estimativas referentes aos anos de 2014 e 2015
apontaram 290 novos casos em homens e 110 em mulheres (INSTITUTO
NACIONAL DO CANCER, 2014).

O CEO apresenta uma das menores taxas de sobrevida se comparado com o0s
principais tipos de cancer. Apesar dos pacientes terem se beneficiado dos ultimos
avancos nos tratamentos como radioterapia, quimioterapia e técnicas cirdrgicas, a
taxa de sobrevida € de somente 5 anos para aproximadamente 50-60% dos
pacientes com CEO nos Estados Unidos da América (SILVERMAN, 2001). Segundo
Oliveira e outros (2006), a taxa de sobrevida global em cinco anos é de apenas 24%

para esse tipo de cancer.

O diagnaostico tardio € o principal motivo da alta taxa de mortalidade, pois quando o
diagnostico é feito em estdgios avancados da doenca, fase em que as possibilidades
de cura estdo muito reduzidas, os pacientes terdo que passar por tratamentos

debilitantes, levando a sua diminuicdo na qualidade de vida (DURAZZO et al., 2005).

O fumo de tabaco e/ou consumo excessivo de alcool sdo os fatores ambientais mais
comumente associados ao desenvolvimento do CEO, atuando tanto
independentemente quanto sinergicamente (HASHIBE et al., 2007). Em 2012 as
estimativas do INCA apontaram o fumo como o maior responsavel pelos obitos dos
pacientes com CEO, representando cerca de 42% dos Obitos, enquanto que o

etilismo excessivo correspondeu a, aproximadamente, 16% dos o6bitos. Estudos
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ainda apontam que existe um sinergismo entre o fumo de tabaco e o consumo de
bebida alcodlica, levando a um aumento de até 30 vezes no risco para o
desenvolvimento deste cancer. (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2012).

Além disso, existem outros cofatores que também podem contribuir para o risco do
CEO, como poluicdo ambiental, condigdes de trabalho associados a exposi¢do de
substancias quimicas, nutricio e ma higienizacdo bucal (DROBROSSY apud
COLOMBO; RAHAL, 2009). Recentemente, estudos tém demonstrado que a
infeccdo pelo virus HPV (Human Papillomavirus) também desempenha um papel na
etiologia do CEO (CHOI, MYERS apud COLOMBO; RAHAL, 2009).

Apesar da exposicdo desses fatores ambientais de risco serem cruciais para o
desenvolvimento da doenca, apenas uma parte dos individuos expostos
desenvolvem o cancer, pressupondo entdo, que a suscetibilidade genética esteja
associada ao desenvolvimento de CEO juntamente com 0s carcin0genos ambientais
(BOCCIA et al. apud COLOMBO, RAHAL, 2009).

Estudo sobre a relacéo entre as variagdes genéticas interindividuais e a capacidade
de metabolizacdo de xenobidticos (substancias enddgenas e exdgenas que Sao
estranhas a um organismo ou um sistema biolégico) identificou inimeros
polimorfismos em genes codificadoras de enzimas que séo responsaveis pelo
processo metabolizagdo de xenobioticos. Essas variantes genéticas afetam os niveis
de expressdo ou de atividade catalitica da enzima. (MACLEOD et al., 1997).
Algumas enzimas polimorficas participam do processo de ativagdo ou inativacao de
xenobidticos, sendo que a sua insuficiéncia podera gerar vantagem ou desvantagem

na susceptibilidade de determinadas doencas (DALY et al., 1993).

Os polimorfismos génicos sdo variacbes na sequéncia do DNA de um gene com
frequéncia superior a 1% na populacédo, sendo responsaveis pelas diversidades das
caracteristicas comuns nas populacbes humanas e pela suscetibilidade ao
desenvolvimento de doengas comuns, como por exemplo, o cancer (BROOKES,
1999).

O tabaco age através do habito de fumar, onde ocorre a absor¢cdo de 4000
substancias toéxicas e cerca de 60 elementos cancerigenos (MACKAY; ERIKSEN,
2002). A interacdo dos metabdlitos provenientes dos agentes carcinogénicos com o

DNA celular pode provocar alteracdes genéticas e epigenéticas suficientes para
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iniciar o processo neoplasico (CANEVARI; ROGATTO, 2004).

O processo de biotransformacao de xenobidticos ocorre em duas fases sendo elas a
fase | (ativacdo), onde enzimas catalisam reacdes de oxidacéo, reducao e hidrdlise,
e a fase Il (detoxificacdo), onde ocorre a atuacdo de enzimas que tornam o0s
compostos mais solUveis em &gua, facilitando sua eliminagdo do organismo. A
exposicdo a xenobidticos, como os carcindégenos provindos do tabaco, faz com que
ocorra a expressao das enzimas metabolizadoras de drogas, tanto na fase | quanto
na fase Il (HAYES; PULFORD, 1995).

A maioria dos carcindgenos proveniente do tabaco, tais como as nitrosamidas e os
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs), sdo convertidos em reativos
eletrofilicos intermediarios pelas enzimas oxidativas da Fase |, principalmente pelas
enzimas da superfamilia do citocromo P-450 (CYP). Se a metabolizacdo do
carcinégeno ocorrer de forma descoordenada, os intermedidrios podem se ligar
covalentemente ao DNA atuando como agentes mutagénicos. Polimorfismos nestes
genes podem alterar a expressao, funcado e/ou a atividade dessas enzimas e, por
sua vez, aumentar o risco de cancer quimicamente induzido (BARTSCH et al.,
2000).

A variabilidade interindividual na resposta aos xenobiéticos e o0s seus efeitos
carcinogénicos, é mediada pela predisposi¢cdo herdada. Alguns individuos ou até
mesmo subgrupos populacionais podem demonstrar um risco maior de desenvolver
cancer do que a média populacional. Este fato se deve as diferengcas nos processos
de ativacdo e detoxificacdo de xenobidticos decorrentes de alteracbes génicas
herdadas (WORMHOUDT et al., 1999; CAPORASO, 1999).

Vérias enzimas polimorficas da familia CYP envolvidas na ativacdo de carcin0genos
do tabaco tem sido examinadas com enfoque em sua associacdo com o potencial

aumento do risco de desenvolvimento de cancer oral (SATO et al., 1999).

O gene CYP1Al, pertencente a CYP, codifica a enzima Aril Hidrocarbono
Hidroxilase (AHH) na qual atua na fase | do metabolismo de carcinégenos do
tabaco, ativando os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (MACIEL et al., 2005).
Certos gendtipos variantes do gene CYP1Al causam um aumento na atividade
enzimatica que parece ter um papel importante na susceptibilidade de formacéo de

aductos, e presumivelmente, no risco de cancer. A mudanca de um par de bases na
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posicdo 264 localizada na regidao 3-UTR (3’- ndo traduzida) do gene resulta na
introducdo de um sitio de restricdo Mspl resultando em polimorfismo no gene
CYP1Al que estd associado ao aumento da atividade enzimatica e esta ligado ao
aumento de suscetibilidade de canceres relacionados ao fumo de cigarro, como o
cancer oral e de pulméo. O polimorfismo pode ser encontrado entre 5 a 30% das
populacdes (NEBERT et al., 1996; KAO et al., 2002; BARTSCH et al., 2000).

Como o equilibrio entre as enzimas que participam das fases | e Il do metabolismo
de xenobiodticos pode ter influéncia no desenvolvimento do CEO, deve-se considerar
a susceptibilidade genética na elaboracdo de modelos que estabelecam perfis de
risco populacional ou individual & exposicdo ambiental. Com base na capacidade
gue os individuos possuem de metabolizar carcinogenos (como os encontrados no
cigarro) é possivel identificar individuos que possuem maior suscetibilidade no
desenvolvimento de CEO. Esta identificacdo € de suma importancia, pois a
identificacdo precoce dos individuos que sdo mais propensos a acumular mutacdes
ao longo de suas vidas, auxiliara nas novas perspectivas para a prevencédo e o
diagndstico precoce de tumores (GEISLER; OLSHAN, 2001; GATTAS, 2001).

A busca de perfis genéticos que sado suscetiveis ao desenvolvimento de certas
anomalias € um novo e promissor campo de prevencgdo para a medicina (MOTA et
al.,, 2010). Portanto, o conhecimento das frequéncias alélicas e genotipicas de
polimorfismos em genes metabolizadores de xenobibdticos, como o tabaco, na
populacdo do Espirito Santo € de grande importancia para o estabelecimento da
frequéncia deste alelo na populagdo, e poderd futuramente ser utilizado como
biomarcador no auxilio & prevencao e deteccdo precoce do carcinoma epiderméide

oral na populacéo do Espirito Santo.

Considerando que o gene CYP1A1l esteja envolvido na fase | (fase de ativagcéo) do
processo de biotransformacé@o de xenobidticos (tabaco e alcool) e que a ocorréncia
de um polimorfismo pode afetar a metabolizagdo destes compostos, pressupde-se
gue o gene quando se encontra na forma polimorfica esteja relacionado com o risco
de desenvolvimento de CEO, ja que este esta fortemente ligado ao consumo de

tabaco e alcool.

Neste sentido, busca-se avaliar se a variante do gene CYP1Al, cujo produto
enzimatico atua na fase | do metabolismo de xenobidticos, influencia o risco de

carcinoma epidermaide oral na populacéo capixaba. Este trabalho também objetivou
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determinar as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo Mspl no gene
CYP1Al no ES e a associacao do polimorfismo com a exposicdo aos fatores de
risco (tabaco e alcool), e parametros clinicopatoldgicos dos pacientes, permitindo
avaliar a possibilidade de utilizar a presenca do polimorfismo Mspl no gene CYP1A1l
como marcador genético associado a susceptibilidade ao CEO, ou ao progndstico do
paciente, no Espirito Santo, e ainda, buscou-se comparar as frequéncias génicas
detectadas com as descritas em outras populacdes, visando contribuir para um
melhor conhecimento da estrutura populacional do Espirito Santo e elaboracdo de

estratégias de prevencao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 EPIDEMIOLOGIA

O cancer bucal tem se tornado uma grande preocupac¢ao mundial devido sua grande
incidéncia e elevado numero de o6bitos. Cerca de 8 milhdes de individuos séo
diagnosticados com cancer por ano em todo mundo, sendo que 300 mil destes
canceres localizam-se na boca. Dos tumores de boca, 95% sao carcinomas
epiderméide orais (CEO) e os 5% restantes compreendem o0s sarcomas,
adenocarcinomas e linfomas (RUIZ et al., 2006; MONTORO et al., 2008).

Apesar da possibilidade da realizacdo do auto-exame para a deteccdo do cancer

bucal, a sua incidéncia ainda € elevada (FONSECA et al., 2005).

Em relagéo a sua incidéncia mundial, o cancer bucal se encontra em quinto lugar e a
regiio que possui maior frequéncia é a Asia, onde este tipo de cancer representa
mais da metade dos individuos que sdo diagnosticados com cancer. Fatores que
possam explicar a alta incidéncia dessa regido é o habito que a populacao possui de
mascar uma planta tipica da india chamada de bétele e também o fumo do tabaco
(STUGIS, 2004; INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2002).

Ao afirmar sobre a incidéncia do cancer oral no Brasil, o Instituto Nacional do Cancer
(2014, p. 41) diz “Estimam-se, para o Brasil, no ano de 2014, 11.280 casos novos de
cancer da cavidade oral em homens e 4.010 em mulheres.” Dentre as regides
brasileiras, o Sudeste e o Nordeste possuem a maior incidéncia de cancer bucal
tanto para homens quanto para mulheres. Para o estado do Espirito Santo, as
estimativas apontaram cerca de 400 novos casos de cancer bucal, sendo que 40
destes foram para a capital Vitéria (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2014).

Entre os anos de 1979 e 1998, o Instituto Nacional do Cancer (2002) definiu que a
taxa de mortalidade para homens era de 2,16 para cada 100.000 individuos e 0,48

para 100.000 mulheres.

O Brasil possui uma alta incidéncia de cancer bucal e mortalidade por este tipo de
cancer se comparado com paises desenvolvidos, como os Estados Unidos e o
Canada. Essas variacfes geogréficas podem estar relacionadas com os diferentes

estilos de vida da populacdo, no qual o grande consumo de alcool e/ou tabaco
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aumentaria a incidéncia dessa doenca (FARIA et al. apud CAMPOS; CHAGAS;
MAGNA, 2007; CARVALHO et al, 2004).

Essa diferenca de incidéncia entre diferentes grupos também pode ser observada
entre homens e mulheres sendo que a maior incidéncia ocorre nos homens. Porém,
nos ultimos anos tem-se observado um aumento desta incidéncia nas mulheres, que
pode ser explicado pela mudanca de habitos ocorrida neste grupo. Tém-se
observado um maior numero de tabagistas e etilistas entre as mulheres, que pode
estar relacionado com este aumento de incidéncia (BRADLEY; RAGHAVAN, 2004).

Em relacdo a idade, o CEO afeta principalmente individuos com mais de 40 anos.
Porém a doenca também ocorre em jovens (SHIBOSKI; SCHMIDT; JORDAN, 2005).

Pelo fato do CEO se manifestar em individuos com idades avancadas, deve-se
despertar uma maior preocupacdo em relacdo ao aumento da taxa de incidéncia e
de mortalidade, pois com a melhora dos servicos prestados a saude, a populacéo
vem envelhecendo mais, levando a um aumento na prevaléncia da doenca. Com
isto, deve-se emergencialmente adotar medidas para a prevencao desta doenca e o
diagnostico precoce do mesmo (AUGUSTO, 2007).

2.2 CARACTERIZACAO DO CEO

Cancer é uma doenca que tem despertado grande preocupacao, pois 0 mesmo tem
afetado um grande ndamero de individuos no mundo. Esta doenca ocorre quando as
células sofrem um crescimento de forma desordenada, podendo atingir estruturas

préximas como até 6rgaos afastados (DIAS et al., 2005; ALVES et al., 2002).

No Brasil, o cancer bucal tem se destacado entre os diversos tipos de canceres, pois

a sua incidéncia é uma das mais elevadas no pais (DIAS et al., 2005).

O céancer bucal € uma doenga multifatorial, decorrente da combinacéo entre fatores
de risco ambientais, como o tabaco e o alcool, que poderao afetar genes envolvidos
nos mecanismos para o controle da multiplicacdo e do crescimento das células
(LIMA et al., 2005). Também se acredita na influéncia de fatores genéticos herdaveis
no surgimento do cancer bucal (CARVALHO; FAVA, 1989).

Em relacdo ao tipo histologico, o que mais se destaca é o carcinoma epidermadide
oral (CEO) representando 90% dos tipos de cancer bucal (ALVES et al., 2002). Ao
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definir CEO Johnson e outros (2005, p. 168) diz que se trata de “uma neoplasia
epitelial escamosa invasiva, com diferentes graus de diferenciacdo e uma propenséo

a metastases precoces em ganglios linfaticos [...]".

O motivo pelo qual se da a elevada incidéncia de CEO é o fato do epitélio de
revestimento ser a estrutura mais exposta a acdo de agentes cancerigenos. Os
agentes mais frequentemente envolvidos no aparecimento de neoplasia na cavidade
oral sdo o alto consumo de tabaco e de bebidas alcodlicas (RAPOPORT apud
MATEUS, 2008).

O CEO pode ocorrer em locais diferentes na cavidade oral e isto dependera da
forma com que os individuos figuem expostos aos fatores de risco. Para individuos
com habito de fumar cachimbo o cancer comumente se desenvolve no palato duro.
Aos que possuem o habito de mascar fumo apresentam maior incidéncia de cancer
no assoalho e na mucosa jugal. Ja para os individuos alcodlatras e fumantes, as
localizagBes mais comuns sdo gengiva inferior, assoalho (Figura 01, A) e lingua
(Figura 01, B) (DONATO et al., 2001).

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (2002) o cancer se desenvolve em
trés etapas: a etapa de iniciagdo, de promocédo e progressdo. Na etapa de iniciagao
o carcinégeno interage com o DNA da célula provocando alteracdo. A célula alterada
podera sofrer eliminacdo pelo préprio organismo ou receber outros estimulos
ocasionando novas alteracdes. A etapa de promocao ocorre ap0s a lesao inicial,
onde as células que ficaram expostas a agentes promotores irdo manifestar efeitos
carcinogénicos. Por dltimo tém-se a etapa de progressao onde é estabelecido
fendtipo maligno quando ndo se consegue mais controlar a divisdo celular. Caso a
agressao seja intensa e prolongada podera ocorrer o surgimento de displasias que
poderdo evoluir de grau leve até intenso, levando até ao carcinoma epidermaide in
situ. No que diz respeito as displasias tém-se a displasia leve (as células alteradas
se encontram apenas na camada basal), a displasia moderada (as alteracdes
atingem o terco médio do epitélio) e a displasia acentuada (as modificacbes podem

atingir o terco superior do epitélio).



28

Figura 01 — Carcinoma epiderméide em duas localizagbes anatbmicas (A —
localizado no assoalho; B — na lingua).

(B)

Fonte: Tucci, 2010

Em relacdo ao carcinoma epidermoide, sabe-se que o mesmo representa 90% das
lesbes malignas da cavidade oral conforme dito anteriormente. Segundo o Instituto
Nacional do Céancer (2002, p. 13) “No carcinoma epidermoide in situ as modificacfes
celulares correspondem a uma exacerbacdo das caracteristicas da displasia
acentuada, acrescido de alteragbes na diferenciacdo, crescimento e proliferacéo

celulares” [...].

As caracteristicas clinicas apresentadas no CEO sdo mudancas na coloracdo da
mucosa de rosea para avermelhada ou irritacdo dolorosa bucal. Nesta situacao,
ainda néo houve o rompimento da camada basal do epitélio e o tumor é considerado
inicial (HAYASSY, 1998).

Caso as células continuem se multiplicando, ira ocorrer o rompimento da membrana
basal tendo assim o carcinoma invasor, que ira infiltrar o tecido conjuntivo
vascularizado ocasionando a metastase (HAYASSY, 1998; INSTITUTO NACIONAL
DO CANCER, 2002).

Além dos mecanismos citados acima que poderdo contribuir para o desenvolvimento
do CEO, existem também les6es denominadas de precursoras no qual contribuem
para o surgimento desta doenca. Segundo Barbosa (apud MENDES, 2000) existem
lesdes precursoras que ndo sao diagnosticadas como malignas, mas poderao
progredir e se tornarem cancer. Essas lesdes podem ser classificadas como brancas
e vermelhas. Dentro de lesdes brancas tem-se a leucoplasia e das lesdes vermelhas
a eritroplasias (Figura 02). Estes na maioria das vezes se tornam carcinomas (DIAS
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et al, 2005).

As leucoplasias sdo lesdes brancas no qual ndo € possivel ser removivel por meio
de raspagem e na maioria das vezes sao indolores. A taxa de transformacéo de
leucoplasia em uma lesdo maligna ultrapassa 18%. Quando esta lesao for detectada
0 paciente deverd se afastar dos fatores que irritam a mucosa, pois 0S mesmos
contribuem para o surgimento da les@o. Ja as eritroplasias sdo lesdes vermelhas e
na maioria delas apresenta carcinoma in situ, displasia epitelial ou até mesmo
carcinoma invasivo (DIAS et al, 2005; INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 1996).

Figura 02 — Les0Oes precursoras (A — leucoplasia; B — eritroplasia).

) o ©

Fonte: Nouel, 2001; Instituto Nacional do Cancer, 1996.

E de suma importancia que se realize a deteccdo e a retirada dessas lesées, pois
podera reduzir significativamente a incidéncia de CEO (DIAS et al, 2005).

2.3 SINTOMAS

Um dos grandes problemas que se tem em relacdo ao CEO é o fato do mesmo ser
assintomatico em sua fase inicial, podendo levar até meses para apresentar sinais
ou sintomas que poderiam ser percebidos pelo individuo. Muitas das vezes as
displasias acabam passando despercebidas pelo préprio paciente, sentindo apenas
uma ardéncia quando o mesmo se alimenta com comidas muito salgadas ou muito
doces (CZERNINSKI; ZINI; SGAN-COHEN apud TORRES-PEREIRA et al. 2012;
HAYSSY, 1998).



30

O surgimento de feridas na cavidade oral que néo cicatrizam no periodo de sete dias
€ o principal sintoma de CEO. Os demais sintomas que surgem no CEO sé&o
ulceracdes na superficie da cavidade oral que possui diametro menor que 2cm.
Essas ulceracfes sao indolores e podem apresentar sangramento (Figura 03) ou
ndo. Outros sintomas que surgem sdo manchas avermelhadas ou esbranquicadas
na mucosa oral. Em relacdo ao CEO em estagio avancado, 0s principais sintomas
sdo dor, dificuldades na mastigacdo, na degluticio e na fala, e existéncia de
linfadenomegalia cervical (noédulo no pescoco) (INSTITUTO NACIONAL DO
CANCER, 2003).

Figura 03 — Carcinoma epidermode oral presente na regido de Uvula apresentando

lesé@o ulcerada indolor e sangramento.

Fonte: ALMEIDA et al., 2011

Ao falar sobre os sintomas do carcinoma invasivo, Kowalski (apud MENDES, 200, p.
30) diz:

[...] carcinoma invasivo se manifesta na forma de lesdo ulcerada de
crescimento progressivo e indolor no inicio. Outros sintomas sé ocorrem
bem depois da doenca ja instalada, quando sao detectados invasdes na
musculatura e nos filetes nervosos, dando como sintomas a dor,
sangramento, amolecimento dentario, halitose, trismo e emagrecimento.

Geralmente a maioria dos pacientes apresentam uma lesao oral Unica.

Diante disto, Hayssy (1998) afirma que os cirurgides dentistas e os médicos devem

reconhecer lesGes e alteracbes presentes na mucosa oral, no qual poderdo



31

representar displasias. Esse reconhecimento é de suma importancia, pois se o
mesmo for realizado de forma precoce, contribuird para a obtencdo da cura do

paciente.

2.4 DIAGNOSTICO

O diagnostico € de suma importancia para que ocorra 0 sucesso terapéutico.
Quando o CEO é diagnosticado precocemente, a realizacdo do tratamento €
facilitado e com menores complicagbes. Com isto, os resultados estéticos e
funcionais (fungbes da boca e outros oOrgdos que foram afetados) se tornam

melhores e ocorre aumento da sobrevida do paciente (VILAR; MARTINS, 2012).

Alguns fatores dificultam o diagndstico precoce desta doenca fazendo com que a
maioria dos individuos sejam diagnosticados com CEO em estagio avancado, ou
seja, com disseminacdo da neoplasia para outras localizagbes anatdmicas
(metastase) (VILAR; MARTINS, 2012). Uma delas € o fato desta anomalia ser
assintomatica durante a fase inicial fazendo com que muitos pacientes procurem por
atendimento apenas com a apresentacdo de dor, um sintoma caracteristico quando
a doenca j& se encontra em estagio avancado (SILVESTRE et al. apud FROTA,
2011). Muitos desses individuos confundem a manifestacdo da doengca com apenas
uma lesao bucal do tipo benigna. (GUGGENHEIMER et al. apud MORAIS, 2003).

A falta de identificacdo das lesfes iniciais pela maioria dos profissionais da area da
saude, principalmente pelos cirurgibes dentistas, também dificulta o diagndstico
precoce do CEO (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 1996). Estudos
demonstram a importancia da participacdo do cirurgido dentista na prevencao,
diagndstico precoce, orientacdo sobre os tratamentos e recuperacdo dos pacientes
(BIAZEVIC et al., 2006). Porém, apesar da suma importancia desses profissionais
para a realizagcdo do diagnostico precoce de CEO, tem-se visto que parte deles

possui uma grande deficiéncia para reconhecer esta doenca (FALCAO et al., 2010).

O cirurgido dentista ou o meédico deve ser capaz de realizar um exame clinico
reconhecendo as lesdes e modificacbes indicativas de displasias. (HAYASSY,
1998).

Em relacdo a importancia da realizacdo do exame clinico, o INSTITUTO NACIONAL
DO CANCER (2002, p. 35) diz que “[...] deve ser realizado em todos os individuos,
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sobretudo nos considerados de risco para o cancer da boca, com a finalidade de se

descobrir lesdes precursoras do cancer ou lesdes malignas em suas fases iniciais”.

O exame clinico deve ser realizado de forma minuciosa. E importante que haja
inspecao nas seguintes regides: labios, mucosa jugal, sulco géngivo-jugal, palato
duro, palato mole e a porgéo visivel da orofaringe, lingua, assoalho bucal, dentes e a
gengiva (Figura 04). A inspecdo é realizada por meio de palpacéo, onde busca-se
alteracdes na cor, forma, textura, tamanho, brilho, consisténcia, entre outras
anormalidades. Caso haja deteccdo de uma lesdo de pequena dimenséao,
recomenda-se a realizacdo de uma biopsia com orientagdo topografica. Porém, se a
lesdo for maior, deve-se haver confirmacdo histoldégica por meio de bidpsias ou
através de pinga entre o tumor e a mucosa no qual aparentemente se encontra
normal (VILAR; MARTINS, 2012; SOARES apud AUGUSTO, 2007).

Figura 4 — Inspecéo realizada por uma cirurgido dentista em um paciente durante
uma exame clinico (A - labio inferior; B - mucosa jugal; C - sulco géngivo-jugal; D -
palato duro; E - palato mole; F — lingua; G - assoalho bucal; H - dentes e da

gengiva).

(A (B)

(D)
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(G) (H)
Fonte: Augusto, 2007

Além do fato da doenca ser assintomatica e a da dificuldade em que os profissionais
da saude possuem em detectar o CEO em estagio inicial, outro fator que contribui
para o atraso do diagnostico € a falta de informagdo sobre o risco de
desenvolvimento de CEO na populacdo (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER,
1996).

Para Alves e outros (2002), a populacdo deve ser informada e conscientizada por
meio dos profissionais da &rea de saude, assim poderia alcangar avancos, tanto na
deteccéo precoce de CEO como na sua prevencao.

Alguns autores defendem a ideia de que os pacientes deveriam ser instruidos para
realizarem o auto-exame, com finalidade de identificar anomalias presentes na
mucosa bucal, fazendo com que o paciente procure um cirurgido dentista. Isto
poderia contribuir para um melhoramento no servico e no prognéstico dos pacientes
diagnosticados com CEO (COSTA; MIGLIORATI, 2001; AUGUSTO, 2007).

Segundo o Instituto Nacional Do Cancer (2002, p. 11), “o auto-exame da boca é um

método simples, bastando para a sua realizagcdo um ambiente bem iluminado e um
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espelho.”

Com auxilio das maos, o individuo ir4 procurar alguma alteracdo na mucosa bucal,
como feridas que permanecem por mais de 15 dias, Ulceras menores que 2cm e que
sejam indolores apresentando sangrando ou ndo, e manchas vermelhas ou brancas.
(ALMEIDA et al. apud PRADO; PASSARELLI, 2009).

Apesar de alguns autores defenderem a utilizagcdo do auto-exame ou do exame
clinico como um método preventivo, o Instituto Nacional do Céancer (2002, p. 11)
afirma que “As atuais evidéncias cientificas indicam que o rastreamento populacional
para o cancer de boca por meio do auto-exame ou do exame clinico ndo reduz a

mortalidade por este cancer.”

2.5 CLASSIFICACAO TNM

A classificacdo TNM é utilizada na classificacdo dos tumores que sejam malignos e
foi elaborada pelo francés Pierre Denoix entre os anos de 1943 e 1952. Essa
classificacao foi incorporada pela Unido Internacional de Combate ao Cancer (UICC)
em 1950 e tem como objetivo unificar o dialogo entre os oncologistas e troca de
experiéncia entre os mesmos (UNIAO INTERNACIONAL DE COMBATE AO
CANCER apud BRENER et al., 2007).

A classificacdo TNM avalia trés aspectos: a extensdo do tumor primario (T), a
auséncia ou presenca e a extensdo de metastase em linfonodos regionais (N) e a
auséncia ou presenca de metastase a distancia (M). Para indicar a extensdo que
ocorreu no tumor maligno, os trés aspectos sdo acompanhados por numeros
conforme demonstrado no Quadro 01. Para tumores malignos da cavidade oral
devem ser adotados 0s seguintes procedimentos para a avaliacdo: exame fisico e

diagndstico por imagem (BRASIL, 2004).

Quadro 01 — Classificacdo TNM para carcinomas da cavidade oral de acordo com a
UICC.

(Continua)

T Tumor primario
Tx | Tumor Primario ndo pode ser avaliado

TO | Tumor primario ndo evidente

Tis | Carcinoma in situ
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(Continuacéo)

T Tumor primario

T1 | Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensao

T2 | Tumor com mais de 2 cm e até 4 cm em sua maior dimenséao

T3 | Tumor com mais de 4 cm em sua maior dimens&o
T4a: Tumor que invade estruturas adjacentes: cortical 0Ossea, musculos
profundos/extrinsecos da lingua (genioglosso, hioglosso, palatoglosso e estiloglosso), seios

T4 | maxilares ou pele da face
T4b: Tumor que invade o espaco mastigador, laminas pterigéides ou base do cranio ou
envolve artéria car6tida interna

N Linfonodos Regionais

Nx | Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

NO | Auséncia de metastases em linfonodos regionais

N1 | Metastases em Unico linfonodo homolateral, com 3 cm ou menos em sua maior dimenséo
N2a: Metastase em um uanico linfonodo homolateral com mais de 3 cm e até 6 cm em sua
maior dimenséao

N2 N2b: Metastases em linfonodos homolaterais multiplos, onde nenhum tenha mais de 6 cm
em sua maior extensao
N2c: Metastases em linfonodos bilaterais ou contralaterais, onde nenhum ultrapasse 6 cm
em sua maior dimenséo

N3 | Metéstase em linfonodo com mais de 6 cm em sua maior dimensao

M Metastases a distancia

Mx | Metastases a distancia ndo podem serem avaliadas

MO | Auséncia de metastases a distancia

M1 | Presenca de metastases a distancia

Fonte: adaptado do Brasil, 2004.

A partir da classificagdo TNM, os tumores malignos podem ser classificados por

estadios clinicos sendo divididos em estadios de | a IV (Quadro 02). Essa divisdo

pode auxiliar o oncologista no planejamento do tratamento do paciente, dando

indicagbes em relagdo ao prognostico e contribuindo na avaliagdo dos resultados
obtidos durante e apés o tratamento (BRASIL, 2004).

Quadro 02 — Grupamento dos tumores malignos por estadios

ESTADIOS CLASSIFICACAO TNM
Estadio 0 Tis NO MO
Estédio | T1 NO MO
Estadio Il T2 NO MO
. T1, T2 N1 MO
Estadio 11l T3 NO. N1 MO
. T1,T2,T3 N2 MO
Estadio IVA Taa NO, N1, N2 MO
- Qualquer T N3 MO
Estadio IV B T4b Qualquer N MO
Estadio IV C Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: adaptado do Brasil, 2004
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2.6 PROGNOSTICO

O prognostico dos pacientes que sao diagnosticados com CEO dependera de
diversos fatores. Um desses fatores € o0 longo periodo que se tem entre o
surgimento do tumor e o diagndstico para posteriormente realizar o tratamento
(COSTA et al., 2002).

Esse longo periodo entre o surgimento da doenca e o diagnostico faz com que uma
lesdo maligna possua pouca chance de ser curada, diferentemente se fosse
diagnosticada precocemente (COSTA; MIGLIORATI, 2001).

Segundo os registros realizados nos hospitais brasileiros, cerca de 50% dos
pacientes chegam aos hospitais portando CEO em estagio avancado, levando,
assim, o individuo a passar por tratamentos prolongados e com progndsticos
desfavoraveis. Dentre os paciente que apresentam lesdes em estdgios avancados,
cerca de 50%, chegam a sobreviver até 5 anos. Porém, para pacientes
diagnosticados precocemente a sobrevida aumentou em 20%. (SCULLY; PORTER
apud FALCAO et al., 2010; SCOTT; GRUNFELD; MCGURK, 2005)

O tratamento para o CEO também é um fator que contribui para o progndstico
desfavoravel. O tratamento inclui radioterapia e, em casos de estagios avancados,
guimioterapia. Tanto a radioterapia quanto a quimioterapia sao formas de tratamento
gue sao seguidos de grandes complicacbes, ndo s6 para a regidao bucal como
também para o restante do organismo (COSTA; MIGLIORATI, 2001).

Apesar dos avancos para a realizacdo do diagndstico e do tratamento para CEO, os
danos causados sobre a qualidade de vida e sobrevida dos individuos portadores da
doenca causam muitos impactos sobre os mesmos, sendo eles: dificuldades para
mastigacdo e também para degluticdo, muitas dores, perda da fala, deformidades
estéticas e distlrbios psicologicos (MENDEZ et al. apud SOUZA, 2012).

Diante disto, Campos e outros (2007) concluiram que o progndstico positivo para o
paciente dependera do diagnostico e o tratamento precoce, assim, diminuindo a dor,
mutilacbes, perda de algumas funcdes que levam a ma qualidade de vida do
individuo portador de CEO.

Outro fator que foi abordado por Andrade e Carvalho (1994) é a faixa etaria no qual

ocorre o desenvolvimento de CEO, mostrando que individuos que desenvolveram
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CEO precocemente possuem um prognostico pior caso a manifestacdo desta
doenca seja dada por exposicéo de carcindgenos de forma intensa na idade juvenil.

A classificacdo TNM também é de suma importancia na determinagcdo do
prognostico do paciente. Em relacdo ao tamanho do tumor, quanto maior o mesmo
for, pior serd o prognostico. De acordo com Almeida e outros (2011), tumores
classificados em T1 (até 2 cm) atuam biologicamente de forma mais favoravel, onde
90% dos casos apresentam uma sobrevida maior que 5 anos. Por outro lado,
tumores classificados em T4 (tumores invasivos) atuam de forma desfavoravel no

prognostico do paciente, pois neste caso o tipo de tratamento requerido é agressivo.

A existéncia de metastases, tanto linfonodais quanto a distancia, causam impacto
sobre o progndstico dos pacientes, desfavorecendo o mesmo. Em um trabalho
realizado por Montoro e outros (2008), no qual avaliaram as variaveis que
influenciam na sobrevida dos pacientes com CEO, os autores constataram uma
gueda de 60-70% para 30-50% na sobrevida dos pacientes com metastase
linfonodal (N+) se comparados com aqueles que n&o possuem (NO). Em casos onde
ocorreu 0 comprometimento de multiplos linfonodos, a sobrevida dos pacientes
diminui cerca de 50% comparado com o0s pacientes que apresentam um linfonodo

afetado apensas.

2.7 TRATAMENTO

Apés a confirmagédo do diagnéstico de CEO, o paciente ir4 procurar um especialista
para realizar uma avaliacado da doenca e definir a melhor forma de tratamento para o
seu caso (CARVALHO apud MENDES, 2000).

Em relacéo ao planejamento do tratamento do CEO, Mimura ([201-], p. 5) diz:

O tratamento do CEO e o planejamento do mesmo s&do baseados no
tamanho da lesdo, presenca de linfonodos positivos e/ou metastases,
condicdes de saude do paciente e a classificacdo TNM (classificacdo dos
Tumores Malignos). O planejamento envolve uma equipe multidisciplinar,
incluindo médicos cirurgides, radioterapeutas, oncologistas, dentistas,
enfermeiros, fisioterapeutas, fonoaudiologos, psicologos entre outros. A
equipe planeja o tratamento e deve se preparar para as complicacfes e

sequelas advindas do mesmo.
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Os métodos mais utilizados no tratamento de CEO s&o: cirurgia, radioterapia e, em
alguns casos, a quimioterapia. Estes podem ser empregados de forma isolada ou
associada (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2002).

Nos casos de diagnosticos precoces em que se detecta lesdo maligna em fase
inicial (menor que 2 cm), o tratamento escolhido serd o cirargico no qual sera
suficiente para curar o paciente na maioria dos casos. Na cirurgia completa do CEO,
realiza-se uma reconstrucdo imediata, permitindo grandes excisées e uma boa
recuperacédo do paciente. Porém, as deformidades estéticas e funcionais sédo graves.
(COSTA; MIGLIORATI, 2001; PARKER; RICE; CASCIATTO apud MENDES, 2000).
Algumas das consequéncias causadas pela realizacdo da cirurgia radical citadas por
Parker, Rice e Casciatto (apud MENDES, 2000, p. 38) sao: [...] “comprometimento
total ou parcial da fala, pneumonia de aspiracdo, paralisia facial, parestesias e dor

na disseccéao radical’.

Nos casos de diagnosticos tardios, onde provavelmente podera ter ocorrido
extensdo da lesdo maligna, a radioterapia devera ser incluida no tratamento como
um complemento a cirurgia. Neste caso, a radioterapia podera ser utilizado antes da
cirurgia (quando as lesdes apresentam um tamanho muito grande) ou apés a
cirurgia (lesées menores) (COSTA; MIGLIORATI, 2001). A radioterapia é um tipo de
tratamento onde o agente terapéutico utilizado é a radiacdo ionizante que ira atuar
no DNA fazendo com que provoque a morte das células afetadas ou retire sua
capacidade de reproducdo (NOVAES apud JHAM; FREIRE, 2006).

Uma das vantagens da utilizagdo da radioterapia € a preservacao da estrutura dos
tecidos atingidos, porém as reacdes que se manifestam sobre a cavidade bucal séo
inimeras resultando em uma elevada morbidade e diminuicdo na qualidade da vida
do paciente (SPECHT, 2002).

Em relacdo aos problemas gerados pelo uso da radioterapia Jham e Freire (2006, p.
704) disseram que [...] “Dentre as complicacdes da radioterapia estdo a mucosite,
candidose, disgeusia, carie por radiacdo, osteorradionecrose, necrose do tecido
mole e xerostomia”. Com isso, é importante que os profissionais da area da saude
estejam cientes sobre essas complicacdes para que possam atuar com o objetivo de
diminuir o sofrimento do paciente (JHAM; FREIRE, 2006).

Em relacdo a pacientes diagnosticados com CEO em estagio avancado, O
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tratamento utilizado sera a quimioterapia. A quimioterapia utiliza drogas
anticoplasicas que tem como objetivo reduzir o tamanho do tumor para que possa
utilizar a radioterapia ou cirurgia posteriormente. Dependendo da dose utilizada na
quimioterapia, consegue-se destruir cerca de 20 a 99% de células tumorais. Porém
este tipo de tratamento contribui para a piora do progndéstico dos pacientes
(INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 1996; PARKER; RICE; CASCIATTO apud
MENDES, 2000).

Conforme visto, todas essas formas de tratamento para o CEO sdo acompanhadas
de complicacdes severas, ndo somente para a regido bucal como também para todo
0 organismo trazendo grandes complicacdes para o paciente (COSTA; MIGLIORATI,
2001).

2.8 FATORES DE RISCO

O CEO possui uma etiologia multifatorial onde ocorre o somatorio de diversos
fatores que contribuem para o desenvolvimento do mesmo (COSTA; MIGLIORATI,
2001).

Devido ao desenvolvimento tecnoldgico, muitas alteracdes foram ocorrendo na vida
da populacdo como a urbanizagdo, o crescimento de industrias e seus habitos,
expondo-os a muitos fatores de risco para desenvolverem céancer (COSTA;
MIGLIORATI, 2001; DIAS et al., 2005).

Em relacdo aos fatores de risco, os mesmos podem ser divididos em intrinsecos
(relacionados com o individuo) e extrinsecos (ambiental). Dentre os fatores
intrinsecos tém-se idade, género e perfil genético, enquanto que nos extrinsecos
tém-se fatores fortemente associados com CEO que séo o tabagismo, alcoolismo e
infeccdo por HPV, e fatores potencialmente associados como a dieta, a irritacdo
mecanica crénica e a ma-higiene bucal (ALVES et al, 2002; BIAZEVIC et al, 2006;
DIAS et al., 2005; GARRIGA; GARCIA, apud MOTA, 20009).

Dentre os fatores extrinsecos os principais sdo o0 uso do tabaco e o alcool podendo
atuar isolados ou associados. Acredita-se que haja sinergismo - quando o tabaco e o
alcool sdo consumidos juntos - o que acaba levando ao aumento da chance do
desenvolvimento de CEO (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2002).
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Em 2011, foi realizado um trabalho no Estado de Minas Gerais analisando 63
pacientes com CEO, no qual constatou-se que 77,8% deles eram fumantes e 60,3%
etilistas (Tabela 01), mostrando assim que o tabaco e o alcool estdo fortemente

relacionados com o desenvolvimento de CEO (ALVES et al., 2011).

Tabela 01 — Distribuicdo entre tabagistas e etilistas dos 63 casos de CEO analisados

no Estado de Minas Gerais no ano de 2011.

- Frequéncia
Caracteristicas Absoluta Percentual
) Fumante 49 7.8
Tabagismo N&o Fumante 14 22,2
- Etilista 38 60,3
Etilismo N&o Etilista 25 39,7

Fonte: adaptado do Alves et al., 2011

2.8.1 Fatores extrinsecos fortemente associados ao CEO

2.8.1.1 Tabaco

O tabaco é uma das substancias com efeito carcinogénico que o préprio ser humano
ingere no organismo de forma voluntaria. O tabaco possui 4.000 substancias téxicas
onde 60 destas sao consideradas carcinégenos. Dentre eles tém-se o0s
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHS) e as nitrosaminas. Essas
substancias provocam o ressecamento da mucosa oral, levando ao aumentando da
camada de queratina, facilitando, assim, a atuacdo de outros carcindbgenos. Além
disto, o proprio habito de fumar contribui para o desenvolvimento de CEO pois a
mucosa oral fica exposta as altas temperaturas ocasionando a agressdo da mesma
(INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2002; SILVESTRE; JERONYMO, 2007).

O risco de desenvolvimento de CEO também vale para 0s que possuem o habito de
consumir o tabaco sem que haja combustdo (fumo para mascar e rap€), pois as
substancias restantes que ficam na cavidade oral permanecem em contato com a
mucosa por um periodo mais prolongado, fazendo com que as substancias do
tabaco atuem podendo ocasionar o surgimento de CEO (SILVESTRE; JERONYMO,
2007).

O habito de fumar e/ou mascar tabaco pode promover reacfes oxidativas sobre os
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tecidos, que ocasionard o inicio de reacdes que produzirdo radicais livres. A
existéncia de oxigénio reativo podera levar a um dano ao DNA e por menor que seja
o dano causado, o DNA podera sofrer mutagénese e, dependende da regidao do
genoma afetada, a célula podera sofrer uma modificagdo no seu ciclo celular
levando a carcinogénese (SILVESTRE; JERONYMO, 2007).

Em relacdo a quantidade e ao tipo de tabaco consumido, o Instituto Nacional do
Cancer (2002, p. 17) diz que “Dependendo do tipo e da quantidade do tabaco usado,
os tabagistas apresentam uma probabilidade 4 a 15 vezes maior de desenvolver

cancer da boca do que os nao-tabagistas”.

Com isto, conclui-se que sdo necessérias medidas para que haja a diminui¢do do
consumo do tabaco e consequentemente a reducdo da incidéncia de CEO. Estes
programas poderdo ser o0 aumento dos impostos gerados nos cigarros,
conscientizacdo dos consumidores, impedimento de propagandas, proibicdo dos
individuos fumarem em locais publicos e um incentivo aos fumantes abandonarem o
habito de fumar (FREITAS et al, 2010).

2.8.1.2 Alcool

O &lcool é considerado o segundo fator causador do cancer de boca principalmente
de lingua e assoalho bucal. O alcool é considerado uma droga licita, porém o
mesmo vem causando seérios problemas para a saude publica, ndo somente para o
desenvolvimento de CEO, mas como também para o convivio social e também
familiar (GIGLIOTTI et al, 2008).

O consumo de alcool aumenta 9 vezes a chance de desenvolvimento de CEO.
Quando o mesmo esta associado ao tabaco, esse risco aumenta e torna-se 35
vezes maior. Ao consumo exagerado de alcool atribui-se cerca de 2 a 4% das
mortes devido ao cancer e destes, cerca de 50 a 70% sao canceres de cavidade
oral, lingua, eséfago e faringe (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2002).

A atuacado do alcool no desenvolvimento de CEO ainda nao é certa, mas sabe-se
gue o mesmo altera a permeabilidade da mucosa oral, facilitando entdo a
penetracdo das substancias carcindgenas, principalmente as do fumo. Outra forma
de atuacédo do alcool seria o impedimento da formacdo de uma barreia impermeavel

(composta por lipidios) produzida pelas células epiteliais. Essa barreira possui
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funcdo de impedir a desidratacdo da mucosa oral e penetracdo de agentes externos
(CARRARD et al, 2008).

Em relacdo as bebidas fermentadas (cerveja e o vinho por exemplo) o risco de
desenvolver CEO € maior do que os destilados, como o whisky por exemplo.
Contudo, mais importante é levar em conta a quantidade de alcool ingerido e a
duracao do hébito que o tipo de bebida consumida (CARRARD et al, 2008).

Pacientes etilistas ndo possuem bom progndstico de cancer de cabeca e pescoco,
pois o alcool afeta também o sistema imunoldgico diminuindo o nimero e funcéo das
células de defesa. Soma-se a isso, o fato de o etilista se alimentar mal devido ao alto
teor calorico do alcool potencializando o estado de imunossupressdo (CARRARD et
al., 2008).

2.8.1.3 Infecgéo por HPV

O HPV (Human Papillomavirus) € um virus de pequena dimenséao (cerca de 50 nm
de diametro) e possui replicacao intracelular. Até os dias atuais foram verificados
diferentes tipos de HPVs, sendo que a presenca dos subtipos 1, 2, 4, 6, 11, 13, 16,
18, 30, 31, 32 e 57 ja foi detectada na mucosa da cavidade oral apresentando lesdes
semelhantes as que sdo encontradas na regido do trato genital (SARRUF; DIAS,
1997; KELLOKOSKI et al. apud XAVIER; BUSSOLOTI; LANCELLOTTI, 2005;
MINISTERIO DA SAUDE, 2002).

Alguns estudos tém demonstrado a existéncia do HPV em determinadas lesdes pré-
malignas da mucosa oral suspeitando, assim, a participagdo do mesmo no
surgimento destas doencas. As estimativas ainda apontam que a deteccdo de HPV
€ de 2 a 3 vezes maior em lesdes pré-malignas e de 4,7 vezes maior em CEO se for
comparado com mucosa oral normal (MILLER; JOHNSTONE apud SOUZA 2012).

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (2002) existem dois subtipos de HPV que
estdo sendo relacionados com modificacbes neoplasicas ocorridas no epitélio
escamoso oral: o tipo 16 e 18. Estudos na india tem demonstrado que ocorre uma
alta incidéncia de HPV nos tecidos tumorais da mucosa oral como também na

mucosa adjacente ao tumor que nao apresenta neoplasia.

Em um estudo realizado por Uobe e outros (apud RIBEIRO, 2013) foi analisado a
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prevaléncia do HPV em CEO da populacdo chinesa e japonesa, onde os resultados
detectaram o HPV tanto nas células epiteliais quanto nas tumorais das lesdes nas
duas popula¢des. Diante disso, os autores afirmaram que a infeccdo por HPV pode

contribuir para o desenvolvimento de CEO.

Ao falar sobre a atuagcdo do HPV no desenvolvimento de CEO, Neville (et al. apud
RIBEIRO, 2013) afirmou que o virus possui a capacidade de regular o crescimento
celular como também a multiplicacdo das células que foram infectadas, propiciando

a transformacéo maligna.

O material genético do HPV (Figura 5) possui seis genes no qual se expressam
precocemente, ou seja, logo apds a infeccdo (early [E]), e dois se expressam
tardiamente em estagios posteriores a infeccao (late [L]) (GANGULY; PARIHAR,
2009).

Existem duas oncoproteinas do HPV: a E6 e a E7. A oncoproteina E6 possui a
capacidade de induzir e manter a modificacdo da célula hospedeira. Além disso, foi
verificado que a mesma atua como ligante da p53 (proteina que impede a
disseminacdo das células que estejam geneticamente defeituosas) causando sua
deterioracdo, no qual ir4 provocar prejuizos ao DNA e instabilidade cromossomial.
Caso ocorra 0 aumento da expressao da E6, os danos causados a célula hospedeira
sdo: propagacao celular, imortalizacdo da célula infectada, replicacdo do DNA no
qual apresenta danos e acumulacdo de mutagdes (GANGULY; PARIHAR, 2009).

Figura 05 — Esquema representando o Genoma do virus HPV.
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A oncoproteina E7 causa a proliferacdo das células infectadas de forma
descontrolada. Esse dano se da pelo fato do mesmo se ligar a pRb (proteina
envolvida no controle do ciclo celular) inativando, assim, sua funcdo. no caso da
elevada expressao da oncoproteina E7, perde-se o controle da passagem da fase
G1 para a fase S do ciclo celular onde, consequentemente, as células sofrem uma
proliferacao de forma descontrolada (GANGULY; PARIHAR, 2009).

Dois subtipos de HPV foram detectados em lesdes benignas e pré-malignas, sendo
eles os subtipos 6 e 11. Porém, os mesmos foram dificilmente detectados em lesdes
neoplasicas da cavidade bucal (SNIJDERS et al. apud XAVIER; BUSSOLOTI;
LANCELLOTTI; 2005).

Atualmente tem-se verificado uma alta incidéncia de CEO relacionado com HPV
entre jovens e ndo fumantes tanto do sexo masculino quanto do sexo feminino. Esse
fato se deve a mudanca ocorrida no comportamento sexual dos mesmos. Alguns
estudos tem verificado a contribuicdo da préatica do sexo oral para a infeccdo do HPV
na mucosa bucal. Os resultados demonstraram que a maioria das lesbes com HPV
ocorriam em individuos que admitiram praticar relacdo sexual oral-genital e oral-anal
com seu parceiro ou até mais de um parceiro (INSTITUTO NACIONAL DO
CANCER, 2012; VIDAL et al. 2005).

Apesar das presencas de HPV serem detectadas em lesbes malignas, estudos
apontam que apenas a presenca do mesmo ndo determina a obrigatoriedade do
desenvolvimento de CEO, sendo que a maior parte das infeccbes ndo séo
persistentes e sim transitorias (RAGIN; MODUGNO; GOLLIN apud SOUZA, 2012).

Para os autores Pannone, Santoro e Papagerakis (apud SOUZA, 2012) ocorre
sinergismo entre o HPV considerado de alto risco com a ingestdo de alcool, mas o
mesmo ndo acontece em relacdo ao consumo de tabaco. Os mesmos autores
também afirmam que pacientes com CEO relacionados com HPV apresentam maior
sobrevida e uma baixa taxa de reincidéncia. Para esses casos, 0S tratamentos
escolhidos séo: remocao cirdrgica juntamente com a radio-quimioterapia ou somente

a radio-quimioterapia.

Em relacdo a prevencdo do HPV na mucosa bucal, ainda sdo poucas as
recomendacdes para a realizagdo do mesmo. A Unica orientagdo que se tem no

momento é a pratica de sexo oral utilizando preservativos como protecdo (TORRES-
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PEREIRA et al., 2012).

2.8.2 Fatores extrinsecos potencialmente associados ao CEO

2.8.2.1 Dieta

A dieta tem demonstrado que atua no risco de desenvolvimento de CEO de forma
positiva ou negativa. Muitos alimentos como frutas e verduras, por exemplo, atuam
como protetores reduzindo assim o risco de CEO enquanto que alimentos que
possuem origem animal, como a carne e a gordura, atuam no aumento do risco de
desenvolver CEO (PETTI, 2009 apud TORRES-PEREIRA et al., 2012).

Muitos estudos tém revelado que a falta de determinados nutrientes (como 0s
antioxidantes) e dietas inapropriadas tem sido fonte de radicais livres (RL). Esses,
porém, demonstram que podem estar relacionados com alteracfes no DNA, fazendo
com que o individuo se torne mais suscetivel para CEO (INSTITUTO NACIONAL DO
CANCER, 2002).

Em relagédo a exposi¢cdo a oxidantes e a agdo de RL, o Instituto Nacional do Cancer
(2002, p. 19) diz:
De todo o oxigénio de que dispomos, 5% é transformado em RL.
Numerosos estudos demonstram que a exposicdo a oxidantes, seja
diretamente, seja por meio de processos celulares, pode levar a mutacéao,
transformagdo ou ativagdo de oncogenes especificos. A acdo dos RL no
ADN pode ser direta ou através da promocdo da ligacdo com agentes
carcinogénicos. Além disto, os geradores de RL sdo também considerados
fatores de progressao do tumor.
Além disto, estudos constataram que dieta baseada em ferro, gordura e alcool,
sendo também carente em determinados micronutrientes, como as vitaminas (A, E,
C, B2) e os minerais (como o calcio e o selénio por exemplo), tém sido consideradas
como um grande fator para o risco de CEO. Também foi verificado que ocorre um
baixo risco de CEO nos individuos consumidores de elevadas quantidades de
vegetais ricos em betacaroteno (precursor da vitamina A) e frutas citricas. Os
alimentos ricos em betacaroteno sdo: mamao, couve, cenoura, abdébora, espinafre e
batata doce (SOARES, 2005 apud AUGUSTO, 2007). Em relacdo a vitamina A, tem-

se evidenciado que o mesmo protege a cavidade oral, a faringe, a laringe e o
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pulmao, do risco de cancer (PRADO; PASSARELLI, 2009).

Esses micronutrientes sdo de suma importancia, pois 0s mesmos atuam como
antioxidante. Além disto, Zain (apud LEITE; GUERRA; MELO, 2005, p. 32) cita
outras atividades que esses micronutrientes exercem, tais como: “[...] modulacédo do
metabolismo carcinogénico, alteracdo da transformacdo e diferenciacéo celular,
inibicdo da proliferacdo celular, expressdo oncogénica e da formacéo enddgena de

carcinogénicos, e fungcédo imune”.

Em relacdo a vitamina C, o Instituto Nacional do Céancer (2002) afirma que
portadores de cancer apresentam uma queda na taxa desta vitamina, sendo que o
mesmo é de suma importancia para o sistema imunologico. Com isto, deve-se
consumir vitamina C para ocorrer o aumento da defesa imunolégica. O Instituto
Nacional do Cancer também afirma que o selénio € um forte antioxidante, podendo

atuar isoladamente ou de forma associada com a vitamina E.

Nos paises ocidentais, foi verificado que a dieta esta relacionada em cerca de 30%
dos casos de canceres, devido ao elevado consumo de carne e/ou gordura, e
acucar. Ja em paises em desenvolvimento foi verificado que a dieta possui uma
menor contribuicdo para o risco de desenvolver cancer (cerca de 20%), onde a
alimentacdo é baseada em poucos tipos de alimentos, e o consumo de carne,

gordura e acucar € baixo (KEY et al., 2002).

No Brasil, Toporcov, Antunes e Tavares (apud LEITE; GUERRA; MELO, 2005)
avaliaram a dieta de 140 pacientes e a sua relagdo com o risco de CEO, no qual
demonstrou que existe uma alta relagdo entre alimentos que possuam gordura e o
risco de desenvolvimento de CEO. Em relacdo a ingestdo de macas, cha de ervas e
frutas citricas, foi verificado que os mesmos estdo relacionados com a prevencao de
CEO.

Outro estudo realizado no Brasil avaliou a dieta de 845 individuos do municipio de
Sé&o Paulo, no qual demonstrou que o feijao (leguminosa tradicional na alimentagéo
da populacao brasileira) € um fator de protecdo para o CEO. O consumo de
leguminosas é recomendado, pois tem sido demonstrado que 0 mesmo contribui
para a diminuicdo do risco dos individuos desenvolverem doencas crbénicas que nao
sejam transmissiveis (MARCHIONI et al., 2007).

A alimentacdo da populacdo brasileira tem sido motivo de preocupacdo devido a
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alteracdo no habito alimentar ocorrido nos ultimos tempos. A grande correria do dia-
a-dia em que muitos individuos estdo sendo submetidos faz com que a maioria nédo
consiga ter uma dieta saudavel. Diante disso, muitos individuos procuram alimentos
denominados fast-food (palavra do inglés que significa comida rapida). Este tipo de
alimento possui uma alta quantidade de acucares, gordura, sal, e escasso teor de
vitaminas. Porém, esta alimentacdo estd relacionada com diversos problemas
sistémicos como, por exemplo, nivel de colesterol alto, diabetes, doencas
cardiovasculares e diversos céanceres incluindo o CEO (PRADO; PASSARELLI,
2009).

Portanto, para a prevengdo de CEO recomenda-se uma dieta baseada em frutas,
legumes, verduras e cereais, pois 0S mesmos estdo relacionados com a menor
incidéncia de diversos canceres com origem no epitélio de revestimento, como o
CEO por exemplo. Em relacdo a carnes, tanto as brancas quanto as vermelhas
devem ser consumidas cozidas ou grelhadas, evitando sempre consumi-las na
forma frita. Além disso, também deve ser evitado o consumo de alcool e tabaco
(PRADO; PASSARELLI, 2009; KEY et al., 2002).

2.8.2.2 Irritagdo Mecanica Cronica

Poucos estudos afirmam que a irritacdo mecanica crénica seja um fator de risco para
CEO, mas tem se discutido que ocorréncias irritativas de pouca intensidade e de

longa acdo possam favorecer o surgimento do CEO (MENDES, 2000).

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (2002) a constante atividade de
proteses dentaria que se encontram mal ajustadas, de camaras de succao (recurso
usado por cirurgides-dentistas para obtencdo de uma melhor fixagcdo de dentaduras)
e dentes quebrados por um longo periodo, provocam les@es hiperplasicas (Figura 6).
A acdo de forma constante dessas atividades podem ser cofatores para o
desenvolvimento de CEO, pois os mesmos favorecem a atuacdo de outros

carcindgenos, como por exemplo, o tabaco e o alcool.

Em relacdo as lesdes provocadas tém-se a hiperplasia fibrosa traumatica, sendo
esta considerada benigna. Com o tempo essas lesdes poderao ulcerar causando dor
e desconforto para o individuo. Em casos de lesdes pequenas, as mesmas poderéo

regredir caso ocorra o ajuste da protese que se encontrava mal ajustada. Porém, as
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lesGes maiores poderdo evoluir para tumores malignos. Diante disto, € de suma
importdncia que o0s pacientes que possuem prétese dentaria facam visitas aos
cirurgides-dentistas regularmente (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2002).

Figura 06 — Hiperplasia causada por camaras de succéo.

Fonte: Brites, 2012

2.8.2.3 Higienizagéo Bucal

Alguns estudos tém demonstrado que a ma higienizacado oral pode ser considerada
um cofator para o desenvolvimento de CEO como o estudo realizado por Maier (et
al., 1993). Nesse estudo foram analisados 100 pacientes e 214 controles, onde
constatou-se que a higiene bucal e as condicbes dos dentes foram
significativamente desfavoraveis nos casos. Isso se deve ao pouco ou até mesmo
nenhum habito que a maioria dos portadores de CEO possuiam de escovarem 0sS
dentes. Também foi verificado que a ocorréncia de dentes deteriorados e de
inflamacdes crbnicas na gengiva neste grupo foi maior se comparado aos que nao
possuiam essa doenca. Nesse estudo também constatou-se que a relacdo entre a

higiene oral mais o consumo de tabaco e alcool foi positiva para o risco de CEO.
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As inflamacdes cronicas provocam sangramento e isto faz com que individuos que
sofram desse mal escovem menos os dentes devido ao sangramento que ocorre
durante a escovacdo (MARQUES et al., 2008).

Um outro estudo realizado na China foram analisados 404 casos e 404 controles. Ao
comparar pacientes que sofreram perda de 15 a 32 dentes com aqueles que
perderam nenhum dente, constatou-se que o0s resultados foram estatisticamente
significativos tanto em homens quanto em mulheres. No mesmo constatou-se que 0
risco de CEO foi maior em pacientes que afirmaram que ndo escovavam os dentes.
Diante disso, o autor concluiu que as condi¢cdes da saude oral e a denticdo precéaria
(demonstrada através da quantidade de dentes no qual foram perdidos), sdo fortes

fatores de risco para o cancer oral (ZHENG et al., 1990).

No Brasil, os estudos realizados pelos autores Reis (et al., 1997) e Franco (et al.
2002) apontam que a escovacao dental realizada com pouca frequéncia, denticdo
precaria e consultas irregulares ao dentista sdo fatores que aumentam o risco de

desenvolver CEO.

Outro estudo realizado no Brasil, Marques e outros (2008) constataram que
individuos que ndo possuiam habito de escovar os dentes e que ndo iam a consultas
odontoldgicas possuiam um maior risco de desenvolverem CEO se comparados com
0S gue possuiam a pratica de escovarem os dentes de 3 a mais vezes ao dia e que
frequentavam regularmente a consultas odontolégicas. Este cuidado com a higiene
bucal auxilia na eliminacdo de agentes cancerigenos ou evita que a mucosa bucal

figue exposta a esses carcindgenos.

O mesmo estudo também avaliou a associagdo do uso de antissépticos com o CEO
e verificou-se que o risco era 3 vezes maior em pessoas que usavam antissépticos
frequentemente que entre individuos que nunca utilizaram. Algumas marcas de
antissépticos possuem &lcool em sua composi¢cdo atuando como solvente. Alguns
desses antissépticos possuem cerca de 27% de alcool no qual ficardo em contato
com a mucosa bucal e podera causar agressado quimica das células, assim como as
bebidas alcoodlicas (MARQUES et al., 2008).
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2.8.3 Fatores intrinsecos

2.8.3.1 Idade

A qualidade de vida da populagdo brasileira tem aumentado devido ao
desenvolvimento econdmico no pais e, com isto, prolongou-se a idade dos
individuos provocando, assim, o0 aumento da populacdo com idades mais avancadas
(COSTA; MIGLIORATI, 2001).

Alguns fatores contribuem para a longevidade da populacdo como a melhora das
condi¢cdes ambientais e da vida pessoal dos individuos (alimentacdo e 0 acesso a
saude) (PERUSSI et al., 2002).

Porém, o aumento da expectativa de vida da populacédo tem trazido ndo somente
beneficios como também algumas consequéncias. Uma dessas consequéncias é o
elevado indice de doencas crbnicas como, por exemplo, o cancer que esta
relacionado com o envelhecimento das células (COSTA; MIGLIORATI, 2001;
PERUSSI et al., 2002).

O cancer € uma doenca que de uma forma geral ocorre em individuos que possuem
idades avancadas. O CEO nao foge a esta regra, onde a realidade epidemiol6gica
demonstra que a maioria dos pacientes portadores de CEO apresenta idade superior
a 40 anos (COSTA; MIGLIORATI, 2001; SILVERMAN, 2001).

Acredita-se que o fator tempo esteja relacionado com o desenvolvimento de CEO,
onde ocorram mudancas bioquimicas em células que estejam em fase de
envelhecimento e também na resposta dessas células a irritagdo crénica. Além disto,
com o decorrer do tempo os agentes carcinogénicos relacionados com o aumento
do desenvolvimento de CEO irdo provocando e acumulando alteracées génicas nas
células do epitélio afetado (SILVERMAN, 2001; CLARK; ROSEN; LAPERRIERE,
1982 apud ALMEIDA et al., 2011).

Segundo Brunett e Montenegro (2000, apud REZENDE et al., 2008) o epitélio que
reveste a cavidade oral passa a sofrer alteracdes com o decorrer dos anos, no qual
se tornam mais finos, com menos elasticidade e passando a se tornar atrofico. Outra
alteracdo que ocorre é em relagdo ao sistema imune local onde acaba ocorrendo o

aumento do risco para infeccao e trauma, tornando a cavidade oral um local propicio
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para doencas inflamatorias ulcerativas e tumores.

Apesar do alto indice de pacientes portadores de CEO com idade acima de 40, tem-
se observado um aumento na taxa de incidéncia no grupo de individuos mais jovens
em diversos paises. Porém, ainda ndo se conhece os mecanismos relacionados ao
desenvolvimento de CEO neste grupo de pacientes (IAMAROON et al. apud RUIZ et
al. 2006; LLEWELLYN et al. apud RUIZ et al., 2006).

2.8.3.2 Género

O CEO é mais frequente no grupo do género masculino. De acordo com as
estimativas do Instituto Nacional do Cancer (2014, p. 41) referentes aos anos de
2014 e 2015 seriam [...] “11.280 casos novos de cancer da cavidade oral em
homens e 4.010 em mulheres. Tais valores correspondem a um risco estimado de

11,54 casos novos a cada 100 mil homens e 3,92 a cada 100 mil mulheres”.

O Instituto Nacional do Cancer (2014) também mostrou os Estados brasileiros que
possuem um maior indice de casos da patologia entre os homens e entre as
mulheres (Figuras 7 e 8). Os Estados que possuem maior indice entre os homens
sdo Espirito Santo, Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro, Santa Catarina, Rio
Grande do Sul e Sdo Paulo. Para as mulheres, os Estados que apresentaram maior
indice foram Ceara, Espirito Santo, Paraiba, Pernambuco, Rio de Janeiro, Rio
Grande do Norte e Sédo Paulo. Vale ressaltar que o Espirito Santo esteve entre os

estados com os maiores indices para ambos 0s sexos.
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Figura 7 — Representagdo espacial das taxas brutas de incidéncia de neoplasia
maligna da cavidade oral por 100 mil individuos do sexo masculino, estimadas para
0s anos de 2014 e 2015.

Homens

. 10,38- 18,71

i 807-1037

3,80-8,06

0,98-3,88

Fonte: Instituto Nacional do Cancer, 2014

Figura 8 — Representacao espacial das taxas brutas de incidéncia de neoplasia
maligna da cavidade oral por 100 mil individuos do sexo feminino, estimadas para os
anos de 2014 e 2015.

Mulheres

2,09-3,21

0,94-2,08

Fonte: Instituto Nacional Do Céancer, 2014
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Para a regido Sudeste (regido brasileira onde se situa o Estado do Espirito Santo) o
CEO é o quarto tipo de cancer mais frequente no género masculino € o nono mais
frequente no género feminino (Figura 9). Lembrando que esses dados néao
consideram os tumores de pele do tipo ndo melanoma (INSTITUTO NACIONAL DO
CANCER, 2014).

Acredita-se que a diferenca hormonal existente entre os diferentes géneros esteja
relacionada com o desenvolvimento de CEO, pois se sabe da interferéncia que os
horménios possuem no crescimento de determinados tipos de tumores. Porém, o
principal fator que diferencia os grupos sdo os habitos de vida, onde a maioria dos
tabagistas e etilistas sdo do género masculino (BRASIL apud MARZOLA et al.,
2006).

Figura 9 — Distribuicdo dos dez principais canceres entre o género masculino e
feminino da populagéo da regido sudeste no Brasil, estimados para os anos de 2014
e 2015.

Localizagdo primdria casos % Localizagao primaria £as0s %

Prostata 35980  229%  Homens Mulheres  Mama Feminina 30740 215%

Colon & Reto 9270 59% Cdlon & Reto 10590 74%

Traqueia, Bronquio & Puimao TH80 48% Traqueia, Bronguio & Pumao ~ 4.960 35%

Cavidade Oral 5320 40% Colo do (tero 4370 3%

Estimago G130 39% Estimago 3540 2%

Bexiga 4080  26% Gléndula Tireoide 3410 24%

Esdfago 3860 2 5% Corpo do Utero 3.280 2.3%

Laringe anml 24% Qvério 2640 20%

Linfoma ndo Hodgkin 2540 1,6% Linfoma ndo Hodgkin 2790 20%

Leucemias 2210 14% Cavidads Oral 2110 15%

Fonte: Instituto Nacional Do Céancer, 2014

Apesar da incidéncia de CEO ser maior entre os homens do que entre as mulheres,
tem-se visto que nos ultimos anos houve um crescimento de CEO no sexo feminino
diminuindo a razdo homem:mulher. Isto se explica devido a mudanca no habito de
vida que ocorreu nas mulheres, no qual as tornaram mais expostas ao tabaco e
alcool (AMORIM, 2003 apud BRENER et al., 2007).



54

2.8.3.3 Suscetibilidade Genética

Conforme visto neste trabalho, um dos maiores riscos para o desenvolvimento do
CEO sao o tabaco e o alcool. As substancias exdgenas presentes no organismo
(chamados de xenobiéticos), principalmente as provenientes do tabaco, passam por
uma biotransformacgé&o. Esta, porém, é realizada em duas fases: fase | (ativagéo) e
fase Il (detoxificacéo) (Figura 10) (MACIEL, 2005).

Tanto na fase | quanto na fase Il existem enzimas metabolizadoras responsaveis por
estes processos. Na fase | as enzimas participam das reacdes de oxidagao, reducéo
e hidrdlise, no qual sdo denomidas de reac¢des de funcionalizacdo. Essas reacdes
introduzem um grupo funcional a molécula que estd sendo biotransformada,
tornando-a mais hidrofilica. Na fase Il ocorre reacdes de conjugacdo entre
substancias enddgenas e o gupo polar do xenobidtico convertido. Isto faz com que
0S compostos se tornem mais sollUveis em agua, facilitando entdo sua eliminacéo
pelo organismo (MACIEL, 2005; TRACY; VANDE apud COSTA; OLIVEIRA;
PIMENTA, 2004).

Figura 10 — Reacg0es de fase | e Il no metabolismo de xenobioticos.

Substdncias endogenas
Bioconversdo '
_ Conjugagdo
X..e Ilﬂbilfuﬂ(:ﬂ M'Etabﬁlitﬂ Metabolito Cﬂﬂjﬂgﬂdﬂ
Lipofilico . funcionalizado >
Fasel  Hidrofilico Fase 11 Q

Excregdo

Fonte: adaptado de Drummond, 2005

Segundo Smith (et al. apud OLSHAN, et al. 2000), as enzimas metabolizadoras tém
despertado uma grande atencdo ultimamente pois acredita-se que as mesmas
possam ser agentes na susceptibilidade genética em diferentes tipos de cancer.

Determinadas pessoas ou subgrupos populacionais, apresentam um risco maior de
desenvolverem céancer relacionado a fatores ambientais, pois estes possuem
respostas diferentes nas fases da biotransformagcdo de xenobidticos, devido as
alteracbes genéticas no qual foram herdadas (CAPORASO apud LEICHSENRING,
2005).
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Os genes sd@o 0s responsaveis por codificarem essas enzimas. Acredita-se que a
presenca de polimorfismos (variagbes na sequéncia do DNA de um gene com
frequéncia superior a 1% na populacdo) nestes genes podera mudar a sua funcéo
ou expressao, elevando ou reduzindo a ativacdo ou desintoxicacdo dos
carcindégenos levando o individuo a se tornar mais suscetivel ao cancer (OLSHAN,
et al. 2000).

2.8.3.3.1 Polimorfirmos génicos associados ao risco de CEO

Diversos polimorfismos nos genes codificadores das enzimas responsaveis pela
biotransformacdo de xenobibticos estdo sendo associados com o risco do
desenvolvimento de céancer, incluindo enzimas pertencentes da superfamilia CYP e
as GSTs (GATTAS apud LEICHSENRING, 2005).

Dentre os genes pertencentes a superfamilia CYP, tem-se o gene CYP2E1 no qual
codifica enzima que atua na fase I. A CYP2E1 esta envolvida na metabolizacdo da
acetona e do etanol. Além disso, 0 mesmo é responsavel por catalisar a oxidacéo e
producdo de adutos através de diversos compostos encontrados na fumaca do
tabaco, tais como o benzeno e as nitrosamidas. Polimorfismos presentes na
localizagdo promotora desse gene, no qual foram detectados pelas enzimas de
restricdo Pstl e Rsal, estdo sendo associados com o aumento da sua atividade. A
consequéncia que se obtém através disso € o aumento da suscetibilidade ao
desenvolvimento de diversas neoplasias, incluindo o da cavidade oral (GATTAS et
al., 2006).

Da superfamilia dos GSTs (glutationas-S-transferases), tém-se os genes GSTT1,
GSTM1 e GSTP1, no qual codificam enzimas responsaveis pela fase Il atuando,
assim, na detoxificacdo de xenobidticos oriundos da fumaca do tabaco (ANWAR,;
ABDEL-RAHMAN; EL-ZEIN apud BISELLI et al., 2006).

O gene GSTM1 esta localizado em 1p13.3 e € um gene polimérfico em humanos
sendo que um alelo € nulo (GSTM1-) pela delecdo génica presente no mesmo, e
outros dois funcionais. O gene GSTTL1 se encontra localizado em 22g11.2 e também
€ um gene polimorfico na populagdo, no qual poderd apresentar delecdo génica
tornando-o nulo. Estudos tém relatado que a presenca do genotipo nulo para esses

dois genes em homozigose torna os individuos suscetiveis ao desenvolvimento de
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neoplasias associadas a xenobiéticos pelo fato dos mesmos possuirem a perda total
da atividade enzimatica (BRUHN et al. apud BISELLI et al., 2006; BOCCIA et al.
apud COLOMBO; RAHAL, 2009).

Outro gene pertencente a superfamilia dos GSTs é o GSTP1 localizado em 11g13.2.
Os polimorfismos deste gene tem sido relacionados com diferentes tipos de
neoplasias (MOSCOW et al., 1988). Ao falar sobre o gene, Dusink& (et al., apud
LEICHSENRING, 2005) afirmam que o mesmo é responsavel por codificar a

isoenzima P1 que é responsavel pelo metabolismo de alguns PAHS.

Umas das variantes para o gene GSTP1 é o GSTP1*B no qual ocorre a transicédo de
adenina para guanina (A — G) no nucleotideo +313 do éxon 5. O resultado dessa
transicdo € a mudanga do cdédon 105 de ATC para GTC (lle — Val). Essa
substituicdo de aminoacidos faz com que a atividade catalitica e o equilibrio térmico
da proteina codificada fiqguem alterados (JOHANSSON et al., 1998; PANDYA et al.
apud LEICHSENRING, 2005).

A consequéncia que se obtém por meio desta variacdo génica € a diminuicdo da
capacidade de realizar a detoxificacdo de xenobidticos como os PAHs. Com isso,
individuos portadores do polimorfismo no gene GSTP1 e que figuem expostos a
fumaca do tabaco podem ser mais suscetiveis ao céncer da cavidade oral
(LEICHSENRING, 2005).

2.9 SUPERFAMILIA CYP

A superfamilia CYP é constituida por hemeproteinas encontradas tanto em células
procaridticas quanto em eucaridticas. Essas hemeproteinas sédo responsaveis pelo
processo de oxidacdo na metabolizacdo de farmacos e xenobidticos. Em relacao
aos seres humanos, a superfamilia CYP é constituida por 18 familias, 44 subfamilias
e 57 genes funcionais (BARREIRO; FRAGA, 2015). As familias, as subfamilias e

suas respectivas funcoes estao descritas no Quadro 03.
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Quadro 03 — Relagdo das familias e subfamilias da superfamilia CYP com suas

respectivas fungdes

Familias da
superfamilia Membros Funcionais Principais Funcdes
CYP
CYP1 1A1, 1A2, 1B1 Metabolismo de Xenobiéticos
2A6, 2A7, 2A13, 2B6, 2C8, 2C9, Metabolismo de Xenobiodticos e metabolismo
CYP2 2C18, 2C19, 2D6, 2E1, 2F1, de esteroides
2J2, 2R1, 2S1, 2U1, 2W1
CYP3 3A4, 3A5, 3A7, 3A43 Metabolismo de Xenobioticos
4All, 4A22, 4B1, AF2, 4F3, Metabolismo de acidos graxos e acido
CYP4 4F8, 4F11, 4F12, 4F22, 4V2, araquidonico 9
4X1, 471 :
CYP5 5AL S_lntese de tromboxana A2 (tromboxana
sintase)
CYP7 7A1, 7B1 Esterdide 7a-hidroxilase
CYPS 8AL, 8B1 Smtese de prosi[aucllna (qustagla_\rjdlna
sintase) e biossintese de acidos biliares
CYP11 11A1, 11B1, 11B2 Biossintese de esteroides
CYP17 17A1 B|055|p_tese de testosterona e estrogénio
(esteréide 7a-hidroxilase)
CYP19 19A1 Biossintese de estrogénio (aromatase)
CYP21 21A2 Biossintese de esteroides
CYP24 24A1 Metabolismo da vitamina D
CYP26 26A1,26B1, 26C1 Met,al:_)ohsmp dp acido retinoico (hidroxilase
de &cido retinoicol)
CYP27 27A1, 27B1, 27C1 3|oss!ntese de acidos biliares e ativacao da
vitamina D3
CYP39 39A1 Metabolismo do colesterol
CYP46 46A1 Metab_ohsmo do colesterol (colesterol 24-
hidroxilase)
CYP51 51A1 Metabo_hsmo do colesterol (lanosterol 14a-
desmetilase)

Fonte: adaptado de Barreiro; Fraga, 2015

Conforme visto anteriormente, algumas familias participam da metabolizacdo de
xenobidticos como as familias CYP1 e CYP2. A familia CYP1 é constituida pelas
subfamilias CYP1A e CYP1B. A subfamilia CYP1A possui as enzimas CYP1Al e
CYP1A2 no qual apresentam similaridade. Esta subfamilia desempenha um papel
importante no metabolismo de xenobioticos, onde participa das reacdes de oxidacao
de substancias exdgenas como, por exemplo, as aminas heterociclicas, as aminas
aromaticas e os PAHs (PARKINSON, 2001; KAWAJIRI; HAYASHI apud ROCHA,
2004).

Em relacdo a expressdao da isoenzima CYP1Al, a mesma possui caracteristica
extra-hepatica, onde uma grande quantidade de mRNA e proteinas foram
encontradas em linfocitos, pulmdes e placenta de fumantes ativos. Diferentemente
da CYP1Al, a expressdo de CYP1A2 ocorre apenas no figado (KAWAJIRI;
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HAYASHI apud ROCHA, 2004).

Na familia CYP2 tem-se as subfamilias CYP2A, CYP2B e CYP2E. Dentre as
enzimas da subfamilia CYP2A tem-se a CYP2A6 que participa da metabolizacéo de
diferentes tipos de farmacos, substratos e substancias toxicas, tais como o halotano,
a cumarina, a losigamona, as nitrosaminas, a nicotina e as aflatoxinas (POSTI et al.,
1999).

As enzimas pertencentes a subfamilia CYP2B sdo CYP2B6 e CYP2B7, onde a
CYP2B6 € expressa no figado enquanto que a CYP2B7 é expressa nos pulmdes.
Essas enzimas atuam no processo de ativacdo na biotransformacéo de xenobibticos
(PARKINSON, 2001).

Em relacdo as enzimas pertencentes a subfamilia CYP2E tem-se a CYP2E1 onde
esta € induzivel pelo etanol, como também pela isoniazida, pirazol e acetona. A
CYP2EL1 participa da metabolizacdo de algumas substancias, tais como a cafeina, o
acetaminofenol, o benzeno, a anilina, o cloroférmio, o p-nitrofenol, as nitrosaminas e
a teofilina (PARKINSON, 2001).

2.9.1 Gene CYP1A1l1

O gene CYP1Al localiza-se no cromossomo 15 (15922-24), fazendo parte da
superfamilia do Citocromo P450 e familia CYP1. Este gene possui 7 éxons e 6
introns, tendo um tamanho total de 5810 pb. O CYP1Al é responsavel por codificar
uma das enzimas que atua na fase | (fase de ativacédo) de substancias como, por
exemplo, os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs) oriundos do tabaco
(MACIEL, 2005; COLOMBO; RAHAL, 2009).

A enzima Aril Hidrocarbono Hidroxilase (AHH) é codificada pelo gene CYP1Al que
age na fase | do metabolismo de carcind6genos provenientes do tabaco no qual ativa
os PAHs (MACIEL et al., 2005).

O gene CYP1Al é expresso em diferentes localizagbes anatbmicas sendo elas:
regiao bucal, trato gastrointestinal, pulméao e cérebro (SONG et al. apud MOTA et al.,
2010).
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2.9.2 Polimorfismo no gene CYP1A1 e o risco de CEO

Os polimorfismos juntamente com os fatores ambientais podem conferir um risco
diferencial de cancer para os individuos que possuem essas variacdes genéticas
(OLSHAN et al., 2000).

Diversos polimorfismos ja foram descritos para o gene CYP1Al sendo que dois
destes sdo mais estudados: o CYP1Al Mspl e CYP1A1l ile/val. O polimorfismo
CYP1Al Mspl é a transigao de citosina a timina (C — T) na posi¢ao 264 localizada
na regido 3' UTR do gene no qual resulta na introducdo de um sitio de restricdo para
a enzima Mspl (XU et al., 1996).

A regido 3’-UTR dos genes foi reconhecida como sendo importante para o controle
da expressdo destes em diferentes niveis, tais como exportacdo nuclear,
poliadenilacéo, eficiéncia da traducdo e degradacdo do mRNA (CONNE; STUTZ,
VASSALLI, 2000).

Polimorfismos presentes nessa regidao provocam um efeito sobre a expressao do
gene, pois afeta a estabilidade do mRNA correspondente e, assim, a atividade
enzimatica, conforme demonstrado por Wang, Pitarque e Ingelman-Sundberg (2006)

ao analisarem o efeito de um polimorfismo na regido 3'-UTR do gene CYP2A6.

Esse polimorfismo esta relacionado ao aumento da atividade enzimatica e ligado
com o aumento de suscetibilidade de canceres que possuem relacdo com o fumo de

cigarro, como o cancer oral e de pulméo (KAO et al., 2002).

Esses genotipos variantes elevam a atividade enzimatica que parece ter um papel
importante na susceptibilidade de formacao de aductos, e presumivelmente, no risco
de cancer (BARTSCH et al., 2000).

Uma das consequéncias causadas por esse polimorfismo no gene CYP1Al é a
alteracdo da expressao, funcédo e/ou a atividade das enzimas codificadas por este
gene. Caso a metabolizacdo do carcinbgeno ocorra descoordenadamente, 0s
intermediarios poderéo se ligar de forma covalente ao DNA atuando como agentes
mutagénicos e, por sua vez, aumentara o risco de cancer quimicamente induzido
(BARTSCH et al., 2000).

Outro polimorfismo descrito para o gene CYP1Al é ocasionado pela troca de

adenina pela guanina no éxon 7, no qual origina um alelo polimérfico denominado
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CYP1A1*2B. O resultado desta mutacdo é a alteracdo do aminoé&cido Isoleucina
para valina (lle — Val) localizada no residuo 462. O alelo mutante deste
polimorfismo também ocasiona o aumento da atividade catalitica da enzima
produzida (HAYASHI; WATANABE; KAWAJIRI, 1992; NAKACHI et al., 1991).

Para Kiyohara (et al., 1996), a possivel consequéncia causada por esse
polimorfismo é a possivel formagédo de adutos no DNA no qual podera ocasionar um
acumulo de danificagbes propicias a carcinogénese, porém ainda nao foi
estabelecido as consequéncias precisas desse polimorfismo (KIYOHARA;
HIROHATA; INUTSUKA, 1996).
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3 METODOLOGIA

3.1 CASUISTICA

O estudo incluiu 105 casos de carcinoma epidermadide oral atendidos no Programa
de Prevencao e Deteccdo Precoce do Cancer de Boca do Hospital Santa Rita de
Céssia/ SESA-ES. Também avaliou-se 70 controles que foram individuos voluntarios
recrutados do proprio servico, os quais foram encaminhados para avaliacao clinica,
mas ndo apresentaram diagnéstico de cancer. Os controles foram pareados com o0s

casos de acordo com o género e a idade (x5 anos).

Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro Integrado
de Atencdo a Saude (ANEXO A) e todos os participantes assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO B). Apés a realizacdo de
entrevistas, analise de prontuario ou consulta médica, foram registrados as
seguintes variaveis: idade, género e histérico do consumo de alcool e o uso do

tabaco.

3.2 ANALISE DE DNA

3.2.1 Extracdo de DNA das amostras

As amostras dos casos e controles foram constituidas de sangue. Para a extragado
do DNA, as amostras foram centrifugadas, onde liminou-se as hemacias e o soro.
Apos a centrifugacdo, foram adicionados 30ul de SDS/proteinase K (5mg/mL em
10% SDS-Dodecil Sulfato de Sodio) ao pellet de leucécitos para digestdo das
proteinas e rompimento das membranas celulares. Em seguida, as amostras foram
incubadas a temperatura de 48°C. Apds um periodo de 2 horas de incubacao, foi
adicionado 600ul de Fenol-Cloroférmio com pH 9,0 as amostras. Os tubos contendo
a mistura foram homogeneizados durante 1 minuto e, posteriormente, centrifugados
a uma velocidade de 14.000rpm. Ap6s a centrifugacdo, o sobrenadante foi
transportado para um novo tubo, ao qual foi novamente adicionado 600ul de Fenol-
Cloroformio com pH 9,0. A solucdo foi, em seguida, homogeneizada durante 1

minuto.
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Repetiu-se a centrifugacdo nas mesmas condigbes citadas anteriormente e,
novamente, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo. Para a precipitacao
do DNA, foi adicionado 100uL de 10M de acetato de sddio e 1,0mL de etanol
absoluto a solucdo aquosa. Os tubos foram armazenados a temperatura de -20°C,

overnight.

Apbs o periodo de armazenamento, o material foi centrifugado a 14.000rpm, durante
20 minutos a temperatura de 4°C. O sobrenadante foi desprezado e, ao precipitado,
foi adicionado etanol 75%. O material foi novamente centrifugado nas mesmas

condicgdes.

Mais uma vez, desprezou-se o0 sobrenadante e o precipitado foi ressuspenso em TE
(Tris-HCI 20mM pH7,5 e EDTA 1mM pH 8,0), e os tubos armazenados a 4°C.

3.2.2 Rastreamento do Polimorfismo Mspl do Gene CYP1A1

A deteccao do polimorfismo foi realizada através da técnica PCR/RFLP (Polimerase
Chain Reaction/ Restriction Fragment Lengh Polimorphism). Inicialmente o DNA
extraido foi submetido a técnica de PCR, no qual permitiu a amplificagdo da regiao
de interesse onde esté localizado o referido polimorfismo.

Utilizando a metodologia citada por Cha (et al., 2007) um fragmento do gene
CYP1A1 foi amplificado através dos seguintes primers: F — 5" TAG GAG TCT TGT
CTC ATG CCT 3'e R—5"CAG TGA AGA GGT GTA GCC GCT 3'. Para a realizacao
do PCR foram misturados 0.4pM de cada primer, 100 ng de DNA gendmico, 1.5 mM
de MgCl,, 0.2mM de cada dNTP, 1U da enzima Taq polimerase, e 2,5 pL de solugao
tampéao para PCR ( 200 mM Tris-HCI ph 8,4 500 mM KCI) em volume final de 25uL.
Todo o processo de PCR foi realizado em termociclador marca Applied Biosystems®
(Figura 11) no qual foi programado 30 ciclos para a amplificacdo. Em cada ciclo
foram utilizadas as seguintes condi¢gfes: desnaturacdo do DNA a 94 °C durante 30 s,
anelamento dos primers a 57 °C durante 1 minuto e sintese de DNA a 72 °C por 1

minuto.
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Figura 11 — Termociclador marca Applied Biosystems® utilizado no ensaio de PCR.

Fonte: arquivo préprio

Os produtos obtidos no PCR foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de
agarose 2% (Figura 12) no qual utilizou Gel red como corante de DNA, para possivel
visualizacéo através do transiluminador UV dos fragmentos com tamanho esperado
de 340 pb. Em seguida, os produtos amplificados foram submetidos a clivagem com

a enzima de restricdo especifica (Mspl) através do ensaio de RFLP.

A digestdo enzimatica ocorreu por meio de banho maria (Figura 13) com
temperatura de 37°C durante 2 horas. O volume final utilizado para a reacédo de
RFLP do gene CYP1A1 foi de 20 yL no qual possuia 5 uL de produto de PCR, 2 L
de tampéao de reacao (10X), 12,7 uL dH,O e 5U da enzima Mspl. Os resultados
obtidos apés a digestdo da enzima foram: uma banda com 340pb para homozigoto
selvagem (C/C), duas bandas contendo 140pb e 200pb para homozigoto polimorfico
(T/T) e 3 bandas cada uma contendo 340, 200 e 140pb para heterozigoto (C/T)
(Figura 14). Para a visualizagdo e andlise dos resultados obtidos, os fragmentos
obtidos no RFLP também foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de

agarose 2% e corados com GelRed™ (Biotium).

Todas as analises do DNA dos casos e controles foram realizadas no laboratério de
patologia molecular da Universidade Federal do Espirito Santo, campus de Maruipe
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entre fevereiro de 2013 e agosto de 2015.

Figura 12 — Cuba horizontal e fonte elétrica utilizados na eletroforese.

Fonte: arquivo proprio

Figura 13 — Equipamento para banho-maria utilizado no ensaio de RFLP.

$HEANEM UNITEMP * tomsn

TAVOR NAD DEIXAR A AGUA NO BANHO-
FAARIA POR MAIS DE 7 DIAS,
CBRIGADAL

Fonte: arquivo préprio
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Figura 14 — Resultados obtidos apos a realizagdo do ensaio de RFLP em amostras
de pacientes. Destacado em vermelho tem-se um homozigoto normal (C/C), em

branco um homozigoto polimérfico (T/T) e em amarelo um heterozigoto (C/T).

Fonte: arquivo proprio

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica foram realizados o teste de Qui-quadrado e Fischer
através do programa GraphPad Prism v.6, onde foi possivel examinar a frequéncia
dos gendtipos estudados, comparar as diferencas demograficas entre controles e
casos com CEO e verificar a associacao entre frequéncia dos genaétipos e fatores de

risco e caracteristicas clinicopatoldgicas. Foi considerado significante p < 0.05.



66



67

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AVALIACAO DOS CASOS E CONTROLES EM RELACAO AS
CARACTERISTICAS GERAIS

Ao comparar as caracteristicas dos pacientes com 0s controles, as estatisticas
apontaram que nao houve significancia em relacéo ao género e a idade onde o valor
de p foi igual a 1 e 0,1645 respectivamente (Tabela 2), visto que os controles foram
pareados com 0s casos em relacdo a estas duas variaveis (idade £ 5 anos). Como o
principal objetivo do trabalho foi avaliar o papel do polimorfismo no risco de
desenvolvimento da doenca é importante que os dois grupos comparados sejam
homogéneos em relacdo a essas variaveis. Vale ressaltar que para a avaliacdo da
diferenca dos grupos em relacdo a idade, foi feito a média da idade de todos os
participantes do estudo obtendo um valor de 56 anos. Com isto, foram distribuidos

os individuos que possuiam idade inferior e superior a 56 anos entre 0s dois grupos.

Ao avaliar os fatores de risco (consumo de tabaco e alcool), houve diferenca
significante entre os grupos de casos e controles. Em relacdo ao tabaco, foi visto
que um maior numero de tabagistas se encontrava entre 0s casos, com 75 (71,43%)
dos pacientes tabagistas e apenas 9 (12,86%) dos controles, tendo assim valor de p
< 0,0001 (Tabela 2). Para o alcool, também foi detectado um maior nimero de
etilistas entre os casos, onde 63,81% destes sao etilistas, enquanto que dentre os
controles apenas 34,29% ingerem alcool. O valor de p para este caso foi de 0,0001
(Tabela 2).

As porcentagens de pacientes tabagistas e/ou etilistas encontrados neste trabalho
sao proximos aos encontrados por Santos e outros (2010) no qual avaliaram o risco
do tabaco e alcool para o cancer de bucal em 21 pacientes do Estado da Bahia,
onde 16 (76,1%) eram tabagistas e 13 (61,9%) eram etilistas.

Também foi avaliado a interacdo entre o tabaco e o alcool, sendo que 54,29% dos
casos eram tabagistas e etilistas, enquanto que em controles haviam 7,14%. O valor
obtido ao comparar os dois grupos foi de p < 0,0001 (Tabela 2) demonstrando,

assim, a ocorréncia de sinergismo entre esses dois fatores de risco.
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Tabela 2 — Distribuicdo do niumero e porcentagem de casos e controles, segundo
caracteristicas género e idade, tabagistas e etilistas.

Caracteristicas Caso Controle
n (%) n (%) P
Género
Feminino 21 20,00 14 20,00 1
Masculino 84 80,00 56 80,00
Faixa etéria, anos
<56 49 46,67 41 58,57  0,1645
=56 56 53,33 29 41,43
Tabagista
Sim 75 71,43 9 12,86 < 0,0001
Nao 30 28,57 61 87,14
Etilista
Sim 67 63,81 24 34,29  0,0001
Nao 38 35,24 46 65,71
Tabagista + Etilista
Sim 57 54,29 5 7,14 <0,0001
Nao 47 44,76 65 92,86

Fonte: elaboracdo prépria, 2015

A grande influéncia do tabagismo e do etilismo no desenvolvimento do CEO pode
ser explicada pela maior exposicdo do tecido epitelial & acdo de carcinégenos
presentes no tabaco e alcool favorecendo a carcinogénese, ja que se trata de um
tecido de revestimento (RAPOPORT apud MATEUS, 2008).

4.2 AVALIACAO DO POLIMORFISMO DO GENE CYP1A1 NA SUSCETIBILIDADE
DO CEO: CASO x CONTROLE

Para a verificacdo da influéncia do polimorfismo com o desenvolvimento do CEO
foram comparadas as frequéncias genotipicas e alélicas dos pacientes e dos

controles.

Em relacdo as frequéncias genotipicas, o numero obtido de C/C, C/T e T/T em
pacientes com CEO foram de 0,29 (30/105), 0,68 (71/105) e 0,04 (4/105)
respectivamente, enquanto que em controles foram 0,61 (43/70), 0,39 (27/70) e O
(0/70). Ao comparar a frequéncia genotipica nos dois grupos, foi obtido um valor de

p < 0,0001, demonstrando que houve uma diferenca significante entre casos e
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controles, apontando uma maior frequéncia de gendétipos heterozigotos e
homozigotos variantes nos pacientes. A distribuicdo genotipica das populacdes esta

apresentada na Tabela 3.

Tabela 3 — Frequéncia genotipica do polimorfismo CYP1AL.

Frequéncia genotipica

Homozigoto . Homozigoto
. . Heterozigoto L e
Polimorfismo selvagem (CIT) polimérfico
(CIC) (TIT) p
n n n
CYP1A1l
Casos 30 71 4 < 0,0001
Controles 43 27 0

Fonte: elaboracéo propria, 2015

Também foi avaliada a frequéncia genotipica dos tabagistas tanto dos pacientes
qguanto dos controles e nao foi obtido uma diferenca significante entre as frequéncias

nos dois grupos, onde o valor de p foi de 0,4502 (Tabela 4).

Tabela 4 — Frequéncia genotipica dos tabagistas.

Frequéncia genotipica

Homozigoto Heterozigoto (C/T) +

Polimorfismo sel(\(/:f;lg)em Homozigoto polimérfico (T/T) p
n n
CYP1A1l
Casos tabagistas 23 55 0,4502
Controles tabagistas 4 )

Fonte: elaboracao prépria

As frequéncias obtidas para os alelos C (alelo selvagem) e T (alelo polimérfico) do
gene CYP1Al foram de 0,62 (130/210) e 0,38 (80/210) respectivamente em
pacientes e 0,81 (113/140) e 0,19 (27/140) em controles. Comparando as
frequéncias alélicas nos dois grupos, foi obtido um valor de p = 0,0002. Isto
demonstra que a frequéncia dos alelos é diferente entre as duas popula¢gdes no qual
a maior frequéncia do alelo polimorfico foi encontrada entre os casos. A distribuicdo
alélica das populacdes estd apresentada na Tabela 5.
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Tabela 5 — Frequéncia alélica do polimorfismo CYP1A1.

Frequéncia alélica

Caracteristicas Selvagem Polimérfico
n n
Casos 130 80 0,0002
Controles 113 27

Fonte: elaboracao propria, 2015

Também foi avaliada a frequéncia do alelo polimérfico em tabagistas tanto dos
pacientes quanto dos controles e nao foi obtido uma diferenca significante entre as
frequéncias nos dois grupos, onde o valor de p foi de 0,4520 (Tabela 6).

Tabela 6 — Frequéncia alélica dos tabagistas.

Frequéncia alélica

Polimorfismo Selvagem Polimorfico
n n P
CYP1A1l
Casos tabagistas 97 59 0,4520
Controles tabagistas 13 5

Fonte: elaboracéo propria

De acordo com os valores obtidos no presente estudo, mostramos que houve
associacao estatisticamente significante das variantes genotipicas e alélicas do gene
CYP1Al1l com o desenvolvimento de CEO, concluindo que a presenca do alelo
polimorfico aumenta o risco do surgimento da doenca na populacdo do Espirito
Santo. As frequéncias de distribuicdo dos genotipos entre casos e controles foram
estatisticamente diferentes devido a alta frequéncia do alelo polimérfico nos

pacientes.

Em um estudo realizado por Cha e outros (2007), no qual avaliaram o mesmo
polimorfismo em 72 pacientes com CEO e em 221 controles da populacdo sul-
coreana, foi verificado que 0s pacientes eram mais propensos a ter o genotipo
homozigoto polimérfico (T/T) quando comparados aos controles. Também foi
verificado uma prevaléncia significativamente maior do alelo polimorfico nos
pacientes, onde o valor de p foi de 0,023. Neste mesmo estudo foi verificado que o
mesmo polimorfismo em associacdo com o polimorfismo do gene GSTM1 estava

envolvidos na suscetibiidade do CEO, e o0s resultados obtidos foram
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estatisticamente significantes para os genotipos GSTM1 (-)/CYP1Al (T/T) (p <
0.009).

Porém, alguns estudos ndo apresentaram valores estatisticamente significantes que
demonstrem esta relacdo, como por exemplo, o estudo brasileiro de Monteiro e
outros (2012) realizado em Goias, no qual avaliaram 59 pacientes com CEO e 49
controles. Os valores de p para a distribuicdo genotipica e alélica obtidos neste
estudo foram de 0,55 para ambos. Entretanto, os pesquisadores avaliaram uma
quantidade pequena de casos e controles, o que poderia levar a uma limitacdo no

poder estatistico.

Os genes da superfamilia CYP codificam enzimas responséveis pelas reacdes de
fase | no metabolismo de xenobioticos incluindo diversos carcinbgenos ambientais
(ZHENG; ZHAO, 2015).

O tabaco contém diversas substancias carcinogénicas, das quais os PAHs exercem
papel importante no desenvolvimento de CEO como também na carcinogénese dos
outros tumores associados ao tabagismo. Os PAHs sdo metabolizados por enzimas
da familia CYP através das reacbOes de fase |, no qual ira gerar metabolitos
altamente reativos (BARTSCH et al., 2000).

De acordo com Kriek e outros (1998), esses metabdlitos gerados na fase | podem
interagir com o DNA, contribuindo para a formagéo de aductos (“DNA adducts”),
provocando uma instabilidade genética e tendo como consequéncia a iniciacdo do

processo carcinogénico.

O gene CYP1ALl codifica a enzima AHH, que esta envolvida na ativacdo dos PAHS.
Este gene estd ativo em muitos tecidos epiteliais, inclusive na mucosa bucal
(BARTSCH, 2000).

O polimorfismo Mspl do gene CYP1A1 estd associado com o aumento da atividade
enzimatica. A consequéncia disto € um aumento na quantidade de compostos
mutagénicos. O aumento da atividade enzimatica gera estresse oxidativo intracelular
tendo como consequéncia a elevada producdo de radicais livres 0s quais podem
reagir com o DNA causando danos (BARTSCH, 2000; MOONEY et al., 1997).

A presenca do alelo T foi relacionada com o aumento na suscetibilidade do CEO na
populacdo capixaba, possivelmente por afetar a metabolizacdo de substancia

presentes ndo sO na fumaca do cigarro como também oriundos de outras fontes,
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como por exemplo na poluicéo do ar.

4.3 AVALIACAO DA RELACAO DO POLIMORFISMO DO GENE CYP1Al1 COM O
PROGNOSTICO DOS PACIENTES E COM OS FATORES DE RISCO

Os resultados encontrados para a avaliagdo do polimorfismo estudado com o
prognostico dos pacientes e com os fatores de risco ndo demonstraram significancia
estatistica (Tabela 6), exceto para o tamanho do tumor onde o valor de p ao
comparar 0s genétipos separadamente foi de 0,0414, demonstrando assim, que 0s
genotipos ndo sado estatisticamente iguais em relacdo ao tamanho do tumor. Neste
caso, pode-se observar que entre os tumores menores (T1 + T2) a heterozigose foi
mais frequente. O real motivo pelo qual a maior parte dos pacientes com tumores
menores eram heterozigotos € inconclusivo, porém podemos inferir que esses
pacientes tiveram o diagndstico precocemente e, portanto, apresentaram tumores de

dimensdes menores.

Mathias e outros (2002) avaliaram a Influéncia dos polimorfismos dos genes GSTM1,
GSTT1, GSTM3, GSTP1, CYP2D6, CYP1Al e CYP2EL no progndstico do cancer de
cabeca e pescoco. Neste estudo também ndo foi encontrado relacdo do
polimorfismo do gene CYP1Al com o prognoéstico dos pacientes, encontrando
apenas relacdo dos polimorfismos GSTT1 nulo e CYP2D6 com extensdo do tumor e

comprometimento de linfonodos.

Tabela 7 — Andlise do polimorfismo CYP1A1l x caracteristicas clinicopatoldgicas e

epidemiologicas.

(Continua)
Caracteristicas CYPIA1
clinicopatologicas e C/C CIT TIT b CIT+TIT
epidemiolégicas n (%) n %) n (%) n (%)
Género
Masculino 26 24,76 54 5143 4 381 58 55,24
0,2832 0,4185
Feminino 4 381 17 16,19 O 0 17 16,19
Idade
<56 16 1524 33 3143 2 190 35 33,33
0,8187 0,6661
> 56 14 1333 38 36,19 2 1,90 40 38,10
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(Continuacao)

Caracteristicas CYPIA1
clinicopatolégicas e CciC CIT T/T CIT+TIT )
epidemiolégicas n (%) n (%) (%) n (%)
Tabagismo
Sim 23 2190 48 4571 3,81 52 49,52
" 0,2848 0,633
Nao 7 6,67 23 21,90 0,00 23 21,90
Etilismo
Sim 19 18,10 44 41,90 3,81 48 45,71
x 0,3167 1
Nao 11 10,48 26 24,76 0 26 24,76
Tabagismo + Etilismo
Sim 16 15,24 37 35,24 3,81 41 49,05
" 0,1798 1
Nao 14 13,33 33 3143 0,00 33 31,43
Estagio
Inicial (I+11) 4 3,81 20 19,05 0,00 20 19,05
0,1518 0,199
Avancado (llI+IV) 25 23,81 50 47,62 3,81 54 51,43
Tamanho do Tumor
T1+T2 7 6,67 31 2952 0,00 0,0414 31 29,52 0,1147
T3+T4 23 2190 39 37,14 3,81 43 40,95
Linfonodos (N)
Negativo 14 13,33 33 3143 3,81 37 3524
" 0,1106 0,8321
Positivo 16 15,24 38 36,19 0,00 38 36,19

Fonte: elaboracao prépria, 2015
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O polimorfismo Mspl do gene CYP1A1 esta associado ao aumento do risco de CEO
na populacdo do Espirito Santo conforme os resultados obtidos neste estudo,
demonstrando uma frequéncia do alelo polimérfico significante mais elevada no
grupo de pacientes. Diante disto, o alelo polimdérfico podera servir como marcador
genético para a identificacdo de subgrupos populacionais suscetiveis a
desenvolverem o CEO, auxiliando na prevencao e deteccdo precoce da doenca no
ES.

Os dois fatores ambientais que estdo fortemente relacionados com o risco de
desenvolvimento de CEO (tabaco e alcool) também foram associados com a doenca
na populagcéao capixaba confirmando, assim, o que outros autores ja haviam descrito
sobre o assunto. E de suma importancia a elaboragéo de estratégias para combater
0 uso de tabaco e alcool e assim reduzir o nimero de individuos portadores de CEO.

Ao avaliar a associacdo do polimorfismo com os fatores de risco e 0 progndéstico dos
pacientes, ndo foi encontrado relagcdo entre os mesmos, demonstrando assim que
nao ha interferéncia do polimorfismo e dos fatores de risco sobre o prognéstico dos
portadores de CEO.

O presente estudo mostra como a variacdo genética pode influenciar
significativamente no desenvolvimento de distarbios multifatoriais, indicando a
importancia da avaliagcdo do perfil genético individual para prevenir o surgimento de

doencas graves nas populag¢des, como o cancer.
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ANEXO A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario, em uma pesquisa.
Apbs ser esclarecido (a) sobre as informacgfes a seguir e no caso de aceitar fazer
parte do estudo, assine ao final deste documento.
INFORMACOES IMPORTANTES QUE VOCE DEVE SABER SOBRE A PESQUISA:
Titulo da pesquisa: “Alteracfes genética e epigenéticas e deteccdo de Papiloma

Virus Humano (HPV) em carcinoma epidermoide da cavidade bucal.”

Objetivos da pesquisa: O objetivo deste estudo € avaliar possiveis alteracdes
genéticas em células que possam estar relacionadas ao cancer de boca e verificar a

presenca do HPV.

Envolvimento na pesquisa/ Procedimentos: ao participar deste estudo o(a)
Sr(Sra) permitird que o (a) profissional retire células da sua mucosa bucal utilizando
uma pequena escova. As células serdo utilizadas como controle da pesquisa, pois o
Sr(a) ndo apresenta nenhum indicio clinico da doenca e nédo possui nenhum fator de
risco para o desenvolvimento da mesma. Esclarecemos que nao havera desconforto

fisico para sua pessoa.

Riscos: a participacdo nesta pesquisa nao traz complicacbes legais. Os
procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Etica em
Pesquisa com Seres Humanos conforme Resolugdo no. 196/96 do Conselho
Nacional de Saude. Nenhum dos procedimentos usados oferece riscos a sua

dignidade ou integridade fisica.

Beneficios: Contribuindo com a pesquisa vocé estard colaborando com informacdes
importantes sobre o carcinoma epidermdide (um tipo de cancer) de boca, de forma
gue o conhecimento que sera construido possa ser util para o entendimento dessa

doenca e realizacédo de novos estudos no tratamento dessa leséo.

Confidencialidade: todas as informag0es coletadas neste estudo sao estritamente

confidenciais. Somente o (a) pesquisador (a) tera o conhecimento dos dados.
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Esclarecimentos: Esclarecemos que vocé, a qualquer momento, tem a liberdade de
se recusar em contribuir com o estudo. Sua identidade ndo sera revelada e sera
mantido o carater confidencial de todas as informag8es obtidas. Os resultados do
estudo serdo divulgados em congressos cientificos e publicados em revistas
especializadas, mas preservando sua identidade. Os pesquisadores responsaveis
por este estudo, sempre que solicitados, estardo a sua disposicdo para o

esclarecimento de qualquer questao relacionada a pesquisa.

CONSENTIMENTO DA PARTICIPA(;AO DA PESSOA COMO SUJEITO DA
PESQUISA
Eu, ,
abaixo assinado, concordo em participar do estudo “AlteracBes genéticas e

epigenéticas e deteccdo de HPV em carcinoma epidermoide da cavidade bucal” sob
a responsabilidade da pesquisadora Ms Melissa de Freitas Cordeiro Silva.
Vitoria, / /

Assinatura do sujeito ou responsavel

Assinatura do Pesquisador Responsavel




ANEXO B — Aprovacéo do Comité de Etica

Comite de Etica em Pesguisa - CIAS
CENTRO INTECRADD DE ATENCAD A SALDE
Lnimed Vitdria

Vitbria, 27 de junho de 2011
Projeto No: 318/2011
Parecer; 2112011 [_lInicial ] Concluséo

Tiluks Estuda de Cincer de Cabegs @ Pescago no Brasil
Irsfituiz 3o Hospital Santa Rita de Chssia

Fasquisadar: José Robero ¥ de Podasti

Grupa @ Anea Temilica Especial 1A

Prozado Pesqulisadar

Apts o recebiments & apreciacdo do projelo e das respostas as pendéncias formuladss, seguem as
observagies deste Comilé,

1. Adaguar os objefivos de acordo com hipdieses formuladas em linha com & jusificatd do projeo
Parecer do CEP; pendéncia afendica

2. Inclir, na metodoiegia o8 enténcs de sefecio (nchisdo ¢ exclusdo) amasiral asaim como carackeristicas
oulras gue sejam partinenes, Explicitar, ainda na melodalogia, o estuds picls, @ su melodiogs,
Parscer dao CEP: Perdéncia standida. O astuds pilale nda tof conlemplado na melocdologia, meas & ciado na

paging 17

3. Jushficar susancia do Gt amoaira
Parecar do CEP: Pendéncia stendida E ciado na pagna 10 [metadologial que a amasla serd da
CodTvaniEnc

4 Adequar o TCLE & CNS 347X05 de Janero 2005 e incur campos para denlificaglo de quem aplcou o
TCLE E direito inaliendvel do sujeilo de pesquisa saber oo nao quersr saber sobre seus resuliados de
exames ralizades em sua propriedade bioigica, tenha ow ndo aphicabildacs dinca, Pede.sa, portania, para
rever a infarmagaa sobre ¢ tema o TCLE

Parscor do CEP: pendéncia alendida. TCLE devidaments adecuado &, sobe nosse avalischo, dentro dos
crilerins &ficas @ aknhadas com 3 fesalucio 195119596 @ suas complemenlares

ol it B bah o Febiuss o 5ees Hunenoa - GRS Uniad Ve Piguw 130 2
45 Lowa pa Sk TIM, B v Yies (B 5 CFF R0 G050 0T JRIEGME L
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Comite de Etica em Pesquisa - CIAS
CENTRO INTECGRADD D ATEMCAD & SALIDE
Unimed Vitoria

5. Comgr o crondgrama
Parecer do CEP: pandéneia alendida. Cranograma comigido

. Incluir Declaracies de Infragstrtura de todas as irsliluiphes hospilalares parfcipanies, incushe 3 do
Hozaftal que sssina a Folha de Raslo.
Parecer do CEP: pendéncia slerdida. Declaraghes enlregues.

7. irformar no dossit 38 35 amO&(ras biokgicas permaneceran identificadas & no pais cu 56 $erao exporiadas
aloy disinciladas dos respeciivag sujeibas
Parecer do CEP: pencéncia atendida

COMCLUSAD

Comunicames que o Projeta de Pesquisa acima ciado, fol considerado:

APROVADO

£ parecer desse comilé que o referido projelo e demais documentas apresentados, atende 0%
aspecios da Resolugio CNS 1986 @ complementares, sobre (Arelraes e Narmes Regulamentadoras de
Pesquisas Emvovenda Seres Husnancs. Estamos aguardands o parecir find da CONEF.

Faram aprovados o5 sequintes documentos

» Projglo de pesgursa versio di 1° de sbil e 2017
» Dwclaracao de infragsirulura versio 27 de abnl de 201;
» Respostas &s pendéncias varsio 27 de abr de 2011

{0 primeira relatinio de andamenic do projato devera ser encaminhaco a ese CEP alé o dia 27 de
dezembro de 20711

Alepcosamenta,

Dr. Alv “déi Morais
-:mrdmamim Pesquis e
Seres Humanas &0 CLAS

Camid de Efca e Pascuiid ey Beres Hamanoa - CALE Lrinad vissa Pigioa §de 2
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