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Olivieri, EHR Introdução O câncer surge a partir da proliferação celular 
descontrolada de uma única célula, acredita-se ser clonal em origem e resultante 
do acúmulo de alterações genéticas e/ou epigenéticas (Braakhuis et al., 2005). O 
acúmulo de mutações na célula e suas descendentes é um processo lento, e isso, 
provavelmente, explica a maior incidência do câncer em pessoas idosas.  

As alterações genéticas são componentes integrais do câncer e são descritas 
como unidades determinantes da suscetibilidade a carcinógenos em nível celular. 
As anormalidades genéticas que precedem o desenvolvimento de um tumor 
definem as alterações bioquímicas que são responsáveis por uma célula normal 
adquirir a habilidade de esquivar-se dos mecanismos reguladores que controlam o 
crescimento celular, motilidade e invasividade. Dentre estas anormalidades estão a 
expresssão aumentada de protooncogenes (Fearon & Vogelstein, 1990), inativação 
de genes supressores de tumor (Weinberg, 1991), instabilidades cromossômicas 
(Lengauer et al., 1998), alterações nos genes de reparo a danos no DNA 
(Hoeijmakers, 2001), reativação da telomerase (Greider & Blackburn, 1996) e 
alterações epigenéticas (Rountree et al., 2001).  

A célula cancerosa tem alto potencial proliferativo, perde a capacidade de 
aderência, secreta enzimas que atacam a matriz extracelular, invade os tecidos 
vizinhos, os vasos sanguíneos e linfáticos e se espalha pelo organismo, 
estabelecendo-se e proliferando em locais distantes de sua origem, onde produz 
tumores secundários (metástases). As células tumorais promovem angiogênese 
pela secreção de moléculas que estimulam o crescimento dos vasos sanguíneos 
capilares.  
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Estas alterações, de importância crítica para o entendimento do processo de 

carcinogênese, não são totalmente caracterizadas.  
A visão do câncer como uma doença essencialmente genética é apoiada pelo 

fato de que as células tumorais apresentam alterações genômicas específicas. 
Adicionalmente, acredita-se que a suscetibilidade herdada possui um papel efetivo 
no risco de desenvolvimento do câncer (Perera, 1997).  
O Carcinoma de Células Escamosas de Cabeça e Pescoço (CCECP)  

Os carcinomas de células escamosas de cabeça e pescoço abrangem um 
grupo heterogêneo de doenças do trato aerodigestivo superior que incluem o 
câncer de lábios; cavidade oral (mucosa bucal, gengivas, palato duro, língua, 
soalho da boca); faringe, que inclui orofaringe (amídalas, palato mole, base da 
língua), nasofaringe, hipofaringe; fossa nasal e seios paranasais; laringe (glótica e 
supraglótica) e glândulas salivares (Schantz et al., 1993; Olshan et al., 2000). 
Aproximadamente 40% dos cânceres de cabeça e pescoço ocorrem na cavidade 
oral, 25% na laringe, 15% na faringe, 7% nas glândulas salivares e 13% nos outros 
locais (UICC, 1999). Aproximadamente 95% dos tumores se iniciam nas células 
escamosas (Neville & Day, 2002).  

Segundo o Instituto Nacional do Câncer (INCA), 60% dos pacientes, por 
exemplo, com câncer de boca, que chegam aos hospitais credenciados, já estão nos 
estadios III e IV, cujo tratamento não será curativo. Isso, porque ao diagnóstico 
acima  
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de 40% dos pacientes já têm um ou mais gânglios metastáticos. Além disso, 

muitos pacientes apresentam risco aumentado de tumores secundários (UICC, 
1999).  

Os sintomas clínicos iniciais incluem manchas esbranquiçadas ou 
avermelhadas, ou, ainda, ulcerações superficiais assintomáticas localizadas nas 
regiões do lábio, língua, glândulas salivares maiores e menores, gengiva, soalho da 
boca, mucosa da bochecha, vestíbulo da boca, palato e úvula. Nos estadios 
avançados, as úlceras ou tumorações são maiores, podendo infiltrar as estruturas 
adjacentes (músculos, ossos, pele, nervos, etc.). Estas lesões são dolorosas, de 
sangramento fácil e odor fétido. O paciente pode apresentar dificuldades de fala, 
mastigação e deglutição, além de emagrecimento acentuado (UICC, 1999).  

Embora considerados como uma única entidade histopatológica, os CCECP 
de diferentes localizações anatômicas são distintos quanto ao padrão de 
crescimento, comportamento clínico e prognóstico. Por exemplo, tumores de 
cavidade oral, geralmente, são mais diferenciados que os carcinomas de 
orofaringe. Além disso, carcinomas de orofaringe têm uma alta tendência a 
recorrer localmente e gerar metástases em contraste com os carcinomas de 
cavidade oral e laringe (UICC, 1999). A base de língua (localizada na orofaringe), 
por exemplo, e o seio piriforme (na hipofaringe), são locais comuns de neoplasia 
maligna. Crescem em uma região rica em vasos linfáticos, explicando o grande 
número de metástase cervical precoce que acomete esses pacientes. Em geral, os 
cânceres de hipofaringe são mais agressivos que os tumores localizados em outros 
sítios anatômicos da cabeça e pescoço. Os pacientes com cânceres de faringe 
mostram baixa taxa de sobrevida e são de difícil tratamento (McMahon & Chen, 
2003).  
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É desconhecida a razão para a considerável diversidade no comportamento 

clínico e biológico dos tumores nos diferentes sítios anatômicos, mas 
provavelmente está relacionada a alterações funcionais de diferentes conjuntos de 
genes. Apesar da alta freqüência da doença e da diversidade no comportamento 
biológico, ainda não estão completamente estabelecidas quais alterações genéticas 
estão envolvidas na transformação ou progressão das lesões de cabeça e pescoço 
(Canevari & Rogatto, 2004).  

Etiologia e Epidemiologia  
O CCECP é um câncer comum no mundo, estima-se que 500.000 novos 

casos ocorrerão anualmente (Greenlee et al., 2001). Para 2005, nos Estados Unidos, 
foram estimados 29.370 novos casos para o câncer de cavidade oral e 
aproximadamente 7.320 mortes pela doença. Estes tumores apresentam altas taxas 
de incidência e mortalidade na América do Sul, em particular na região Sudeste do 
Brasil. O Instituto Nacional do Câncer (INCA) classifica os carcinomas de cabeça e 
pescoço como a sexta neoplasia mais incidente no Brasil 
(http://www.inca.gov.br). Segundo o INCA, as estimativas para o ano de 2006 
apontaram à ocorrência de 472.050 casos novos de câncer, destes 138.570 atribuídos 
ao Estado de São Paulo. O câncer de cavidade oral atingiria 13.470 indivíduos, 
sendo 10.060 do sexo masculino. Apesar dos avanços no diagnóstico e tratamento 
do câncer de cabeça e pescoço, a sobrevida em cinco anos não tem aumentado 
significativamente (McMahon & Chen, 2003).  
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A etiologia do câncer de cabeça e pescoço é extremamente complexa, devido 

à natureza multigênica da doença e ao grande número de agentes ambientais 
potenciais aos quais os indivíduos são expostos. O tabagismo e o etilismo têm sido 
consistentemente associados a um aumento do risco de câncer de cabeça e pescoço 
(O'Neill & Fishbein, 1986). O risco relativo para quem usa bebida alcoólica de 
maneira abusiva é estimado em 2 a 6 vezes, enquanto os que usam tabaco o risco 
aumenta de 5 a 25 vezes dependendo da quantidade de cigarros/dia, do sexo e 
diferenças raciais. O risco para o uso simultâneo do tabaco e álcool aumenta para 
15 a 40 vezes quando comparado a pessoas não consumidoras (Lazarus & Park, 
2000).  

Vários estudos indicam a associação entre o consumo de tabaco e o 
desenvolvimento de carcinomas espinocelulares nas vias aerodigestivas superiores 
(Sturgis & Wei, 2002; Goldenberg et al., 2004; Sturgis et al., 2004; Viswanathan & 
Wilson, 2004). DeStefani et al. (1987) e Maier et al. (1992) ao estudarem pacientes 
com carcinoma de laringe, verificaram que 96,5% e 97,2% dos indivíduos, 
respectivamente, eram fumantes. Em 1977, Wynder et al., ao compararem 
indivíduos fumantes e não fumantes, relataram um risco relativo mais elevado (30 
vezes) para carcinomas da laringe, nos homens que fumavam pelo menos meio 
maço de cigarros por dia há mais de 10 anos. O uso da maconha também é visto 
como um potencial fator de risco, principalmente entre os jovens (Schantz & Yu, 
2002). O tabaco processado contém um número superior a três mil compostos, 
incluindo 30 carcinógenos. Por outro lado, a fumaça gerada, quando o cigarro é 
queimado, contém mais de quatro mil constituintes químicos, havendo, dentre 
esses, cerca de 50 carcinógenos. A diversidade química de compostos tóxicos e 
carcinogênicos na fumaça do cigarro leva à ambigüidade acerca de qual deles é o 
mais importante.  
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Todavia, estudos sobre o mecanismo da carcinogênese induzida pelo tabaco 

e a dosimetria efetuada em fumantes e mascadores de fumo indicam que os 
hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HAPs), as nitrosaminas específicas do 
tabaco (NET) e as aminas aromáticas são os protagonistas no processo dos cânceres 
associados ao fumo. Os outros compostos carcinogênicos nos metabólitos do 
cigarro são os de partícula alfa que emitem 210Po, traços de metais, monóxido de 
carbono, hidrogênio cianida e fenóis. Estes agentes carcinogênicos são convertidos 
em metabólitos reativos capazes de interagir com o DNA pela ação das enzimas 
oxidativas (Shimada & Fujii-Kuriyama, 2004).  

A duração do hábito tabagista é outro fator considerável e associado ao 
aumento linear para o risco de certos cânceres tais como pulmão e cabeça e 
pescoço. O álcool pode levar à deficiências nutricionais, ao aumento da 
suscetibilidade a carcinógenos e também à supressão imunológica. Além disso, ele 
pode agir como um solvente e facilitar a penetração dos carcinógenos nos tecidos 
alvo (Viswanathan & Wilson, 2004). Embora seja desconhecido o mecanismo pelo 
qual o álcool induz a carcinogênese, há evidências de que o acetaldeído, o primeiro 
metabólito após a ingestão do álcool, tem um papel crítico no desenvolvimento dos 
cânceres relacionados ao álcool (Lazarus & Park, 2000). As células basais e 
epiteliais dos cânceres do trato aerodigestivo superior devem também ser alteradas 
por altas concentrações de etanol diretamente na mucosa exposta e, 
subseqüentemente, por concentrações mais altas de carcinógenos e pró-
carcinógenos (Viswanathan & Wilson, 2004).  

Além do consumo de tabaco e a exposição individual ao etanol, fatores 
ocupacionais, radiações, bem como deficiências nutricionais e infecções virais,  
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representam os fatores mais relevantes associados à etiologia desse tipo 

tumoral (Varzim, 2000). Estudos epidemiológicos relatam que o consumo de frutas 
e vegetais ricos em vitaminas A e C e beta carotenos possuem um efeito benéfico 
na prevenção de carcinomas orais, enquanto a carne e a pimenta vermelha são 
consideradas fatores de risco (Franco et al., 1989; Scully & Porter, 2000).  

Alguns tipos de vírus como o HPV (papiloma vírus humano), o Epstein-Barr 
e o HTLV (associados a determinados tipos de leucemia e linfomas) também são 
considerados agentes passíveis de indução do câncer de cabeça e pescoço 
(Sugerman & Shillitoe, 1997).  

Em conjunto, estes fatores de risco não explicam adequadamente 5 a 10% 
dos casos de CCECP. Esta disparidade sugere a existência de genes de 
predisposição envolvidos na etiologia desses tumores. Evidências que reforçam a 
idéia de predisposição genética incluem o risco aumentado de CCECP entre 
parentes de primeiro grau de pacientes afetados, presença da doença em pacientes 
jovens e de pacientes com CCECP sem história de exposição a agentes 
carcinogênicos conhecidos. Além disso, a presença de múltiplos cânceres primários 
em um indivíduo é um indicador de predisposição hereditária para o câncer. 
Quando há história familial de CCECP em parentes de primeiro grau, o risco 
aumenta 3 a 8 vezes (Foulkes et al., 1996).  

Diferenças individuais geradas por polimorfismos em genes relacionados à 
capacidade de metabolizar drogas, variações funcionais em enzimas 
detoxificadoras e capacidade ineficaz de reparo a danos no DNA indicam que a 
constituição genética deve aumentar a suscetibilidade de um indivíduo ao câncer 
(Sturgis & Wei, 2002).  
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A idade média de apresentação da doença é de 64 anos e a maioria dos casos 

de CCECP ocorre no sexo masculino. A razão entre homens e mulheres é 
aproximadamente 10:1 (Stewart & Kleihues, 2003). Estudos apontam o homem 
como tendo 4 a 5 vezes mais chances de desenvolver o câncer de laringe e 
hipofaringe do que as mulheres (Dobrossy, 2005). Isto porque os fatores de risco 
principais para estes tipos de câncer estão ligados ao hábito de fumar e consumir 
bebidas alcoólicas (Viswanathan & Wilson, 2004). Entretanto, nos últimos anos, 
esta razão tem-se mostrado em declínio. Na medida em que as mulheres estão 
adquirindo estes hábitos, porém, percebe-se que também está aumentando o risco 
da doença e o número de casos no sexo feminino está na ordem de 33,3% entre 
1998 e 1999 (http://cis.nci.nih.gov).  

Estadiamento e prognóstico  
Os cânceres de cabeça e pescoço são classificados de acordo com o tamanho 

e local de envolvimento da neoplasia primária (T), número e tamanho das 
metástases para os linfonodos cervicais (N) e evidência de mestástases à distância 
(M). O Estadio I caracteriza-se por neoplasia primária ≤ 2 cm no maior diâmetro ou 
restrita a uma região anatômica sem metástases regionais ou distantes (T 1N 0M 0). 
No Estadio II, a neoplasia primária mede 2 a 4 cm no maior diâmetro ou há 
comprometimento de duas áreas de um ponto específico (p.ex., laringe), sem 
metástases regionais ou distantes (T 2N 0M 0 ). O Estadio III é caracterizado por 
neoplasia primária > 4 cm no maior diâmetro ou comprometimento de três áreas 
adjacentes numa região específica  
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da cabeça e pescoço e/ou uma metástase do pescoço isolada, com diâmetro 

≤ 3 cm (T3N0 ou T1-3N1M0). No Estadio IV, o câncer é maciço, com invasão óssea e 
cartilaginosa e/ou com comprometimento de uma região adjacente à região de 
origem (por ex., da cavidade oral para a orofaringe), a metástase cervical mede > 3 
cm; há envolvimento de linfonodos bilaterais, contralaterais ou ipsilaterais 
múltiplos ou fixação aos tecidos adjacentes; e/ou existem evidências de metástases 
à distância (T1-4N1-3M0-1). Os tumores exofíticos ou verrucosos respondem melhor 
ao tratamento que as lesões infiltrantes, ulcerativas ou induradas. A presença de 
metástases cervicais ou à distância está associada a um índice de sobrevida 
limitado. O grau de diferenciação celular reflete o comportamento biológico e é 
classificado de I a IV, de modo que os tumores menos diferenciados recebem 
graduação mais alta (Damm & Bouquot, 1998). Quanto menos diferenciado o 
câncer, geralmente, maior é a chance de ocorrer metástases regionais e à distância. 
A invasão de músculos, ossos ou cartilagem reduzem as taxas de cura 
(Zakrzewska, 1999). A disseminação perineural, evidenciadas pela dor, paralisia 
ou dormência, indica uma neoplasia altamente agressiva com uma propensão à 
recorrência. Com o tratamento apropriado, a sobrevida dos pacientes com câncer 
do Estadio I, geralmente, se aproxima de 90%; no Estadio II, 75%; no Estadio III, 45 
a 75%; e no Estadio IV é < 35%. O índice de sobrevida global aos 5 anos é 65% para 
os pacientes com câncer epidermóide de cabeça e pescoço nos Estadios II e III, 
limites superiores só são observados em cânceres orais (estimada em 91%) e 
inferiores em hipofaringe (sobrevida estimada em 31%). O índice cai para ≤ 30% 
para pacientes com envolvimento de linfonodos. Os pacientes com mais de 70 anos 
de idade apresentam períodos mais prolongados  
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sem a doença e índices de sobrevida melhores que os pacientes mais jovens 

(McMahon & Chen, 2003).  
O comportamento tumoral é principalmente baseado no estadiamento TNM 

a partir de considerações anatômicas. Essa classificação é principalmente utilizada 
para determinar o prognóstico do paciente e predizer a resposta ao tratamento 
(Ludwig & Weinstein, 2005). Contudo, experiências clínicas revelam que, apesar de 
classificados num mesmo grupo, tumores semelhantes podem ter diferentes 
comportamentos e prognósticos. Assim, a investigação de marcadores moleculares 
em tumores primários que possam predizer o comportamento tumoral, associada a 
classificação TNM, é de grande importância para o seguimento do paciente 
(Ludwig & Weinstein, 2005).  

Suscetibilidade e predisposição genética ao câncer  
Inicialmente, a suscetibilidade genética ao câncer era atribuída 

principalmente ao nível de exposição aos xenobióticos, como aqueles presentes na 
fumaça do cigarro ou em ambientes poluídos, entre outros (Weinberg, 1992). 
Atualmente, acredita-se que o longo processo que conduz ao câncer, a partir da 
exposição à xenobióticos, está sujeito às variações individuais que por sua vez, 
estão sob controle genético. Desse modo, a suscetibilidade para o desenvolvimento 
inclui tanto componentes ambientais quanto genéticos (Rossit & Conforti-Froes, 
2002).  

A maioria das neoplasias é, teoricamente, passível de prevenção, uma vez 
que achados epidemiológicos apontam um grande número de fatores etiológicos  
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ambientais, tais como a exposição esporádica ou seqüencial a carcinógenos 

químicos, radiação ionizante e não ionizante e os estados inflamatórios crônicos 
(bacterianos, virais ou parasitários). O estilo de vida, particularmente o hábito 
tabagista e a dieta somam-se aos agentes causadores passíveis de controle, 
constituindo importante alvo das campanhas de prevenção (Sugimura, 2000). 
Além destes, fatores como etnia, sexo, idade, status nutricional e de saúde também 
têm influência nas taxas de incidência e mortalidade por câncer (Perera et al., 
1997).  

Knudson (1985) propôs a teoria dos oncodemes, que permite classificar os 
indivíduos e as populações em quatro grupos quanto às participações dos fatores 
ambiental e genético em seu risco de desenvolver o câncer: 1. Mutações ao acaso; 2. 
Ambiental: contato com carcinógenos; 3. Ambiental/Genético: carcinógenos 
ambientais agindo em indivíduos geneticamente suscetíveis e 4. Genético: 
influência genética preponderante à ambiental. No quarto oncodeme, as mutações 
conferem alto risco individual de um tipo particular de câncer em algum estágio 
da vida, independente do ambiente. Os indivíduos desta população são ditos 
predispostos e constituem uma minoria. Por outro lado, existe um grupo maior de 
pessoas que, comparativamente, têm menores chances de desenvolver neoplasias, 
mas seus riscos ainda são mais elevados que os da população geral, pois 
respondem drasticamente à exposição ambiental. Esses são ditos suscetíveis, 
pertencendo ao terceiro oncodeme (Knudson et al., 1991). Assim, a identificação 
precisa de marcadores de suscetibilidade e de genes de predisposição é de 
fundamental importância na predição de riscos (Albertini, 1999; Rossit & Conforti-
Froes, 2002).  

As pesquisas no campo da epidemiologia molecular têm fornecido evidências 
contundentes da contribuição do ambiente no surgimento do câncer humano e  
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também sobre as situações de risco fortemente influenciadas pela 

suscetibilidade genética. Os resultados obtidos de maneira rápida e eficaz pela 
técnica da PCR (reação em cadeia da polimerase), os modelos laboratoriais in vitro 
e in vivo, os ensaios bioquímicos e os dados epidemiológicos possibilitam o cálculo 
dos riscos populacionais e individuais quanto ao desenvolvimento de neoplasias. 
Estas informações podem permitir a intervenção precoce e a implementação de 
estratégias eficazes de prevenção (Hussaim & Harris, 1998; Bonassi et al., 2000; 
Partridge et al., 2005; Temam & Janot, 2006). Para tanto, faz-se necessário à 
identificação de biomarcadores como "indicadores sinalizando eventos em 
amostras ou sistemas biológicos" (Nebert et al., 1996).  

O princípio básico dos marcadores de suscetibilidade reside nas diferenças 
individuais quanto à sensibilidade às doenças induzidas pelo ambiente. Esses 
marcadores podem incluir características genéticas, diferenças no metabolismo ou 
a capacidade diferencial de um órgão se recuperar de agressões ambientais 
(Taningher et al., 1999). Diferenças genéticas na capacidade das células em 
repararem lesões no DNA causadas por agentes ambientais ou diferenças na 
capacidade de metabolização de agentes mutagênicos/carcinogênicos podem estar 
relacionadas a um risco aumentado de desenvolvimento de neoplasias (Eubanks, 
1994; Guenguerich, 2000).  

Os dados do Projeto Genoma Humano trazem esperanças para a 
compreensão da interação entre os fatores genético e ambiental na suscetibilidade 
ao câncer, e podem levar a melhoria e simplificação dos métodos de diagnóstico de 
doenças genéticas, a novas estratégias de prevenção e tratamento das doenças. 
Recentemente, 57 genes CYPs ativos e 58 pseudogenes foram descobertos por 
iniciativas desse projeto, além  
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de permitirem a identificação molecular de mutações e polimorfismos 

genéticos que traduz-se para a saúde pública como possibilidade de caracterização 
da suscetibilidade individual ao câncer (Ingelman-Sundberg, 2005).  

Polimorfismos Genéticos  
Genes cujas variantes alélicas menos comuns exibem freqüências superiores 

a 1% são considerados polimórficos. O tipo mais comum de polimorfismo é a 
substituição de um único nucleotídeo (em inglês, single nucleotide polymorphism 
ou SNP). Estima-se a presença de, pelo menos, 60 mil SNPs nas regiões 
codificadoras do genoma humano (cSNPs). Devido à degeneração do código 
genético (diferentes códons codificam o mesmo aminoácido), alguns cSNPs não 
resultam em modificação do aminoácido codificado e são então classificados como 
sinônimos. Os cSNPs não-sinônimos podem resultar em substituições 
conservadoras (aminoácidos com propriedades físico-químicas semelhantes) ou 
não-conservadoras, estas últimas associadas a alterações estruturais e funcionais 
das proteínas codificadas (Eichler, 2006). Os polimorfismos genéticos denominados 
funcionais podem levar à perda ou ao ganho de função das proteínas codificadas, 
embora a perda de função seja mais freqüente (Ingelman-Sundberg, 2004a).  

No âmbito da farmacogenética, há inúmeros exemplos de cSNPs em vias 
metabólicas (citocromo P450 ou CYP e N-acetiltransferase ou NAT), em 
transportadores (P-glicoproteína ou Pgp) e em receptores farmacológicos (beta-
adrenérgicos, glicocorticóides). Entende-se como farmacogenética o estudo das  



13 Olivieri, EHR Introdução  
variabilidades na resposta aos medicamentos devido à hereditariedade, 

variabilidade atualmente explicada pelos polimorfismos genéticos (Landi et al., 
1999, Suarez-Kurtz, 2004; Carlton et al., 2006).  

Os polimorfismos são amplamente estudados na identificação de fatores 
genéticos que contribuam para a variabilidade observada entre indivíduos na 
resposta farmacológica, visando à individualização da terapia medicamentosa do 
câncer. Apesar dos avanços farmacológicos no tratamento do câncer, a resposta à 
quimioterapia é, na maioria dos pacientes, imprevisível; a escolha de protocolos de 
tratamento é freqüentemente empírica; as doses são fixas e próximas da dose 
máxima tolerada; os efeitos tóxicos são comuns e, não raramente graves. A 
identificação de polimorfismos em vias metabólicas, transportadores e receptores 
de medicamentos permitem desenhar estudos clínicos dirigidos a grupos 
selecionados de pacientes que reúnam características farmacogenéticas preditivas 
de máxima resposta terapêutica com mínima toxicidade. Isto permite a redução do 
tempo, do custo, da incidência e gravidade das reações adversas durante o 
desenvolvimento clínico de novos fármacos (Ingelman-Sundberg, 2005).  

Enzimas do biometabolismo e câncer  
A maioria dos agentes carcinogênicos requer ativação metabólica antes de se 

ligarem às biomoléculas (DNA, RNA e proteínas). Assim, as variações nos 
processos de ativação e detoxicação de compostos químicos e drogas tem um papel 
crucial na carcinogênese (Eubanks, 1994). Distúrbios no equilíbrio desses processos 
podem  
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explicar a variabilidade na resposta individual à exposição destes 

compostos. A quantidade final efetiva de carcinógenos produzida depende da ação 
competitiva entre os mecanismos de ativação e detoxicação, envolvendo as 
enzimas que tomam parte nessas vias bioquímicas da célula (Georgiadis et al., 
2004).  

A maquinaria de metabolização xenobiótica possui dois tipos de enzimas: as 
de metabolismo oxidativo mediado ou de Fase I; e as enzimas conjugadas ou de 
Fase II. Muitos compostos são convertidos a metabólitos altamente reativos pelas 
enzimas oxidativas da Fase I, que são principalmente enzimas da superfamília do 
citocromo P450 (CYPs). As reações da Fase II envolvem a conjugação com um 
substrato endógeno (glutationa, sulfato, glicose, acetato) pelas glutationa-S-
transferases (GSTs), UDP-glucoroniltransferases e N-acetiltransferases (NATs), que 
agem como enzimas inativadoras dos produtos da Fase I, tornando os metabólitos 
hidrofílicos e passíveis de excreção (Nebert, 1991; Persson et al., 1995). O equilíbrio 
entre as enzimas que aumentam a toxicidade (ex., produto dos genes CYP1A1, 
CYP1A2, CYP2D6, CYP2E1) ou inativam ou detoxificam (ex., GSTT1, GSTM1, 
NAT) os produtos químicos pode conferir sensibilidade individual diferenciada 
(Albertini, 1999).  

A superfamília de genes do citocromo P450 (CYPs) representa uma das 
principais classes de biotransformação da Fase I, composta por mais de 500 
isoenzimas. Tais monooxigenases participam tanto da biossíntese como da 
degradação de esteróides, ácidos graxos, prostaglandinas, aminas, ferormônios e 
metabólitos vegetais. Metabolizam ainda, inúmeras drogas e 
carcinógenos/mutágenos químicos, entre outros poluentes ambientais. Essas 
reações ocorrem, principalmente, no fígado; contudo existe expressão não hepática 
em menor grau por todo o organismo, incluindo intestino, pulmão e rim, entre 
outros. Os CYPs podem não apenas catalisar  
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diferentes reações oxidativas, como também metabolizar uma variedade de 

xenobióticos lipofílicos (Nebert, 1991; Lin, 2006; Nebert & Dalton, 2006).  
Uma vez que muitas dessas enzimas têm expressão induzida, tanto o agente 

indutor como o mecanismo molecular de indução podem variar, tornando 
perigosa qualquer generalização. Muitas das substâncias que agem como indutoras 
são, em realidade, substratos para a enzima P450 que as induzem, estimulando 
assim seu próprio metabolismo, bem como o de qualquer outro composto que seja 
substrato da mesma enzima P450. Além disso, muitos compostos que induzem as 
enzimas P450 podem também induzir uma ou mais enzimas da Fase II (Rogers, 
1994). Compostos endógenos relevantes durante o processo de diferenciação da 
célula transformada até o estágio maligno, também sofrem transformação pela 
família P450 (Rannug et al., 1995).  

Dentre as enzimas denominadas de Fase II, envolvidas nos processos de 
desintoxicação, as glutationas transferases (GSTs) desempenham um papel 
predominante no metabolismo celular, bem como na modificação de compostos 
eletrofílicos reativos, tanto pela conjugação com as glutationas como também por 
ligação não covalente com vários agentes xenobióticos, incluindo carcinógenos e 
drogas citotóxicas, como os hidrocarbonetos aromáticos policíclicos presentes na 
dieta alimentar e na fumaça dos cigarros, impedindo a ligação destes ao DNA 
(Strange & Fryer, 1999; Nakazato et al., 2003). Há evidências que variações no 
metabolismo de carcinógenos, causados por polimorfismos em genes da fase I, 
combinados com o genótipo nulo de genes da fase II, podem predispor um 
indivíduo ao desenvolvimento de câncer no trato aero-digestivo superior e 
pulmão, especialmente em fumantes (Bolt & Thier, 2006).  
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Os estudos caso-controle representam uma abordagem inicial e uma das 

principais fontes de evidências para a avaliação entre polimorfismos genéticos e 
exposição a agentes xenobióticos na determinação do risco relativo de 
desenvolvimento de cânceres comuns. Os estudos epidemiológicos modernos que 
avaliam os fatores genéticos associados à suscetibilidade ao câncer incluem 
determinações genotípicas baseadas na análise direta do DNA obtido 
principalmente do sangue periférico. Esta abordagem metodológica foi facilitada 
pelo desenvolvimento das técnicas de biologia molecular, contornando as 
dificuldades metodológicas inerentes às determinações fenotípicas. Com estes 
avanços, a genotipagem dos polimorfismos de várias enzimas metabolizadoras de 
agentes xenobióticos tornou-se exeqüível e utilizada de forma crescente na 
avaliação da suscetibilidade ao câncer. A aplicação deste conhecimento básico 
permitirá identificar na população subgrupos de indivíduos com risco diferencial 
ao desenvolvimento de carcinomas que devem ser o alvo principal de campanhas 
de prevenção. No conjunto, estes dados poderão se mostrar de grande impacto, 
pois se sabe que a associação de vários produtos gênicos que atuam em diferentes 
vias de detoxicação de agentes carcinogênicos determina o perfil de suscetibilidade 
individual (Ingelman-Sundberg, 2005).  
Enzimas de fase I - Família Citocromo P 450  

P450 é o nome dado a uma classe de citocromos que são controlados por 
genes denominados CYPS (Nebert, 1991). Este nome se refere ao termo pigmento, 
que  



17 Olivieri, EHR Introdução  
originou o P, e ao pico de absorção de 450nm deste composto, medido por 

espectrofotometria (Omura & Sato, 1964; Remmer & Merker, 1965). A superfamília 
de genes do citocromo P450 codifica numerosas enzimas que catalisam uma 
notável variedade de reações químicas envolvendo um grande número de 
substratos. Todos os genes desta superfamília evoluíram a partir de um ancestral 
comum, há cerca de dois bilhões e meio de anos (Ingelman-Sundberg et al., 1999). 
Este é considerado o sistema biológico de catalização mais versátil conhecido 
(Robert et al., 2005).  

Nos mamíferos, esse sistema enzimático encontra-se em todos os tecidos 
examinados, embora em maior abundância no tecido hepático (Rogers, 1994). Em 
nível celular é encontrado predominantemente no retículo endoplasmático e nas 
mitocôndrias. No genoma humano há 57 genes codificadores de enzimas P450, 
incluídos em 18 famílias, e cerca de 6 deles estão envolvidos na codificação de 
enzimas que metabolizam compostos exógenos (Ingelman-Sundberg, 2004b; 
Nebert & Dalton, 2006). Os substratos para o CYP450 incluem vitaminas, 
esteróides, ácidos graxos, prostaglandinas, aminas e xenobióticos, tais como drogas 
(incluindo antibióticos), carcinógenos ambientais, antioxidantes, solventes, 
anestésicos, corantes, pesticidas, produtos derivados de petróleo, alcoóis, entre 
outros.  

A maioria das reações inicia-se com a transferência de elétrons da NAD(P)H 
para o citocromo P450 NADPH redutase, no sistema microssomal ou para a 
ferredoxina redutase e, então, para o citocromo P450. Isso leva a uma ativação 
reduzida do oxigênio molecular, seguido da inserção de um átomo de oxigênio no 
substrato. Os citocromos podem não apenas catalisar diferentes reações oxidativas, 
como também metabolizar uma variedade de xenobióticos lipofílicos (Nebert, 
1991; Lin & Lu, 1998) que conduzem à formação de compostos mais polares, mais  
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facilmente excretáveis diretamente, ou após conjugação com agentes 

hidrossolúveis, como o ácido glicurônico e a glutationa. A conjugação representa o 
processo de detoxificação, contudo grande parte dos compostos estranhos é 
convertida, mediado pelo CYP450, a produtos com poder aumentado de 
citotoxicidade, mutagenicidade e carcinogenicidade.  

As isoenzimas P450 estão divididas em famílias, com base em sua relação 
evolutiva determinada pelo grau de homologia de genes individuais e, 
conseqüentemente pela composição dos aminoácidos nas proteínas. Os genes 
CYP1A1, 1A2, 1B1, 2D6, 2E1 e 3E4 são polimórficos. Devido a capacidade 
individual de metabolização das toxinas ser alterada por variantes alélicas, o 
polimorfismo genético das enzimas codificadas por estes genes tem sido proposto 
como biomarcador de suscetibilidade a carcinógenos ambientais e à toxicidade 
(Topic et al., 2000; Miller et al., 2001).  

O Gene CYP1A1  
O gene CYP1A1 está mapeado em 15q22-24 (Hildebrand et al., 1985) e 

possui 6311pb. Esse gene contém 7 éxons e 6 íntros (Evans, 1993) (Figura 1). Até o 
presente, são conhecidos 15 SNPs que caracterizam as variantes alélicas: *1A, *1B, 
*1C, *2A, *2B, *2C, *3, *4, *5, *6, *7, *8, *9, *10, *11, sendo os polimorfismos mais 
estudados: o MspI (*2A) e o que leva a troca de aminoácidos Ile-Val (*2C) 
(http://www.imm.ki.se/CYPalleles) (Tabela 1).  
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Figura 1. Esquematização do gene CYP1A1 e alguns dos seus sítios de restrição 
(modificado de Kawajiri, 1999).  

Tabela 1 – Nomenclatura e características do gene CYP1A1 e sua proteína.  
Alelo  Proteína  Alteração 

nucleotídica  
Denominação 

mais comum  
Efeito  

CYP1A1*1A  CYP1A1.1  -  Tipo 
selvagem  

-  

CYP1A1*1B  CYP1A1.1  -3219 
C>T  

-  -  

CYP1A1*1C  CYP1A1.1  -3229 
G>A  

-  -  

CYP1A1*2A  CYP1A1.1  3801 T>C 
(MspI)  

M1  -  

CYP1A1*2B  CYP1A1.2  2455 
A>G;  

3801 T>C  

-  I462V 

CYP1A1*2C  CYP1A1.2  2455 A>G  
(Ile-Val)  

M2  I462V 

CYP1A1*3  CYP1A1.1  3205 T>C  M3  -  

CYP1A1*4  CYP1A1.4  2453 C>A  M4  T461N 

CYP1A1*5  CYP1A1.5  2461 C>A  -  R464S 

CYP1A1*6  CYP1A1.6  1636 G>T  -  M331I 

CYP1A1*7  CYP1A1.7  2346_2347  
insT  

-  frame 
shift  

CYP1A1*8  CYP1A1.8  2414T>A  -  I448N 

CYP1A1*9  CYP1A1.9  2461C>T  -  R464C 

CYP1A1*10  CYP1A1.10  2500C>T  -  R477W 

CYP1A1*11  CYP1A1.11  2546C>G  -  P492R 

 
(Fonte: http://www.imm.ki.se/CYPalleles)  
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O polimorfismo detectado pela enzima de restrição MspI, abordado neste 

estudo, trata-se de uma transição T para C na posição 3801 (Spurr et al., 1987) e 
tem sido associado, experimentalmente, com o aumento da atividade catalítica 
(Landi et al., 1994).  

A enzima CYP1A1 é considerada a principal enzima extra-hepática em 
humanos e está presente em muitos tecidos epiteliais (Bartsch et al., 2000). Está 
envolvida na ativação da maioria das classes de pró-carcinógenos do tabaco e 
encontra-se induzida em pulmão, em linfócitos e placenta após exposição aos HAP 
(Lin, 2006).  

Polimorfismos no gene CYP1A1 têm mostrado aumento da atividade 
catalítica microssomal, por converter pró-carcinógenos, incluindo os HAPs, em 
aminas aromáticas (Bartsch et al., 2000).  

A indução do CYP1A1 ocorre via ligação do composto indutor ao receptor 
de hidrocarbonetos de arila (AHR); o receptor ativa a transcrição de vários genes 
que codificam proteínas envolvidas na metabolização de xenobióticos (Kawajiri et 
al., 1993). A bioativação de vários HAPs é iniciada com a estimulação do receptor 
Ah e este, por sua vez, ativa a transcrição da P4501A1, epóxido hidrolase e outras 
enzimas (Robert et al., 2005). Tanto a atividade de catalisação quanto o modo de 
indução parecem ser altamente conservados em animais superiores, confirmando 
sua importante função fisiológica.  

A freqüência dos alelos do gene CYP1A1 é variada entre os diferentes 
grupos étnicos, como mostra a Tabela 2.  
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Tabela 2. Freqüência do polimorfismo no gene CYP1A1 em diferentes 

grupos étnicos.  
CYP1A1  CAUCASIANOS  ASIÁTICOS  

Selvagem  
CYP1A1*1A/ 

CYP1A1*1A  

82,5%  42%  

Heterozigoto  
CYP1A1*1A/ 

CYP1A1*2A  

16,5%  44%  

Homozigoto (mutado)  
CYP1A1*2A/CYP1A1*2A  

1,2%  14%  

 
Fonte: Garte et al. (2001), com modificações.  
Vários estudos indicam a associação entre as variantes do gene 

CYP1A1 e o aumento do risco para câncer de laringe (Kellermann et al., 1973; 
Gajecka et al., 2005) e tumores mais diferenciados (G1/G2) em câncer de laringe 
(Matthias et al., 2006), cavidade oral (Sugimura et al., 2006), renal e de uretra 
(Emery et al., 1978; Gahmberg et al., 1979; Kouri et al., 1982; Korsgaad et al., 1984), 
pulmão (Kawajiri et al., 1990; Hayashi et al., 1992), esôfago (Wu et al., 2002) e em 
leucemia (Voso et al., 2005).  

A existência de diversos polimorfismos já detectados no CYP1A1 ressalta a 
necessidade de verificação dos haplótipos decorrentes das várias combinações 
possíveis e do impacto de cada um deles como moduladores da suscetibilidade ao 
câncer.  

O Gene CYP1A2  
O gene CYP1A2 está mapeado em 15q22-qter e está distribuído em 7 éxons e 

6 íntrons (Figura 2). Os éxons 2, 4, 5 e 6 chegam a ser de 80 a 91% semelhantes nos 
genes CYP1A1 e CYP1A2, respectivamente (Landi et al., 1999). Seu produto é a O-
dietilase fenacetina que possui 7,8 kilobases. Apresenta 34 SNPs que caracteriza as  
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variantes alélicas: *1A, *1B, *1C, *1D, *1E, *1F, *1G, *1H, *1J, *1K, *1L, *1M, 

*1N, *1P, *1Q, *1R, *1S, *1T, *1U, *2, *3, *4, *5, *6, *7, *8, *9, *10, *11, *12, *13E, *14, 
*15 e *16 (http://www.imm.ki.se/CYPalleles) (Tabela 3). As variantes abordadas 
neste estudo foram *1A (com a atividade enzimática normal), *1C e *1D. Os 
polimorfismos CYP1A2/A*1C e CYP1A2/B*1D ocorrem na região 5’ do gene 
CYP1A2. No primeiro há uma substituição em ponto da base guanina (tipo 
selvagem) para a base adenina (tipo mutado) na posição –2964 (-2964G>A) 
(Nakajima et al., 1994a). No segundo, há uma deleção de uma timina na posição -
1569 (-1569 delT) (Nakajima et al., 1999).  

Figura 2. Esquematização do gene CYP1A2 e os sítios polimórficos 
estudados.  

Tabela 3. Nomenclatura alélica do CYP1A2 e sua proteína.  
Alelo  Proteína  Locus 

polimórfico  
Efeito  Atividade  

Enzimática 
CYP1A2*1A  
Selvagem  

CYP1A2.1  Nenhum  -  Normal  

CYP1A2*1B  CYP1A2.1  1545T>C  -  -  

CYP1A2*1C  CYP1A2.1  -2964 
G>A  

-  Diminuída  

CYP1A2*1D  CYP1A2.1  -1569 
delT  

-  -  

CYP1A2*1E  CYP1A2.1  -740T>G  -  -  

CYP1A2*1F  CYP1A2.1  -163C>A  -  Inducibilidade 

 
Sítio  
polimórfico  
DdeI  
CYP1A2/A  
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aumentada  
CYP1A2*1G  CYP1A2.1  -740T>G; 

1545T>C  
-  -  

CYP1A2*1H  CYP1A2.1  951A>C; 
1545T>C  

-  -  

CYP1A2*1J  CYP1A2.1  -739T>G ; 
-163C>A  

-  -  

CYP1A2*1K  CYP1A2.1  -739T>G; 
-729C>T; 163C>A  

-  Diminuída 

CYP1A2*1L  CYP1A2.1  -
3860G>A; -
2467delT; -
163C>A; 
5347T>C  

-  -  

CYP1A2*1M  CYP1A2.1  -163C>A; 
2159G>A  

-  -  

CYP1A2*1N  CYP1A2.1  -
3594T>G; -
2467delT; -
163C>A; 
2321G>C; 
5521A>G; 
5347T>C  

-  -  

CYP1A2*1P  CYP1A2.1  -
3594T>G; -
2467delT; -
733G>C; -
163C>A; 
2321G>C; 
5521A>G; 
5347T>C  

-  -  

CYP1A2*1Q  CYP1A2.1  -
2808A>C; -
163C>A; 
2159G>A  

-  -  

CYP1A2*1R  CYP1A2.1  -
3594T>G; -
2467delT; -
367C>T; -
163C>A; 
2321G>C; 
5521A>G; 
5347T>C  

-  -  

CYP1A2*1S  CYP1A2.1  -
3053A>G; 
5347T>C  

-  -  

CYP1A2*1T  CYP1A2.1  -
2667T>G; 
5347T>C  

-  -  



CYP1A2*1U  CYP1A2.1  678C>T; 
5347T>C  

-  -  

CYP1A2*2  CYP1A2.2  63T>C  F21L  -  

CYP1A2*3  CYP1A2.3  2385G>A; 
5347T>C  

D348N  Diminuída 

CYP1A2*4  CYP1A2.4  2499A>T  I386F  Diminuída 

CYP1A2*5  CYP1A2.5  3497G>A  C406Y  -  

CYP1A2*6  CYP1A2.6  5090C>T  R431W  Diminuída 

CYP1A2*7  CYP1A2.7  3534G>A  Defeito  
splicing  

Diminuída 

CYP1A2*8  CYP1A2.8  5166G>A; 
5347T>C  

R456H  Diminuída 

CYP1A2*9  CYP1A2.9  248C>T  T83M  -  

CYP1A2*10  CYP1A2.10  502G>C  E168Q  -  

CYP1A2*11  CYP1A2.11  558C>A  F186L  Diminuída 
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CYP1A2*12  CYP1A2.12  634A>T  S212C  -  

CYP1A2*13  CYP1A2.13  1514G>A  G299S  -  

CYP1A2*14  CYP1A2.14  5112C>T  T438I  -  

CYP1A2*15  CYP1A2.15  125C>G; 
5347T>C  

P42R  Diminuída 

CYP1A2*16  CYP1A2.16  2473G>A; 
5347T>C  

R377Q  Diminuída 

 
(Fonte: http://www.imm.ki.se/CYPalleles)  
Este gene é induzido pelo 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) e pelo 

HPA. A atividade do CYP1A2 pode influenciar a suscetibilidade individual ao 
risco de câncer e a eficácia terapêutica de algumas drogas, pois muitos 
medicamentos podem inibir o gene CYP1A2 levando à toxicidade aguda. Também 
é induzido pela exposição a organoclorados (Tabela 4), à atividade física intensa e 
a dietas ricas em frituras e carnes cozidas em excesso (Loft et al., 2001).  

Tabela 4. Distribuição tecidual e indutores dos genes CYP1A1 e CYP1A2.  

CYP1A  
Tecido  Indutores Enzimáticos  

CYP1A1  
Pulmão, 

placenta, linfócitos, 
laringe, rim, fígado 
fetal.  

Fumaça de cigaro, bifenóis 
policlorinados, dioxina, flavonas, 
derivados do indol, UV  

CYP1A2  Fígado e 
mucosa olfatória  

Carnes cozidas em excesso, 
fumaça de cigarro, omeprazol, 
fenitoína, pancreatite crônica, 
bifenóis polibromanados, dioxina, 
organoclorados, atividade física 
intensa, dieta rica em frituras  

 
Fonte: Landi et al. (1999), com modificações.  
A descoberta das variantes alélicas do gene CYP1A2 foi relacionada a 

cânceres coloretal (Lang et al., 1994; Sachse et al., 2003), bexiga (Lee et al., 1994), 
pulmão (Kellermann et al., 1980), rim (Cheung et al., 1999) e pâncreas (Li et al., 
2005).  
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Há evidências do seu envolvimento em interações medicamentosas 

(Flockhart & Tanus-Santos, 2002) e reações adversas a drogas (Rademaker, 2001), 
mas há poucos estudos na avaliação de suscetibilidade ao câncer. Entretanto, há 
evidências de que a atividade do gene CYP1A2 pode ser um fator de risco ao 
desenvolvimento de cânceres em tecidos que estão em contato com os 
carcinógenos (Pavanello et al., 2002).  

O Gene CYP2E1  
O gene CYP2E1 está mapeado em 10q24.3-qter (McBride et al., 1987) e 

contém 11413 pb e 9 éxons (Umeno et al., 1988). O gene CYP2E1 apresenta 13 SNPs 
que caracterizam as variantes: *1A, *1B, *1C, *1D, *2, *3, *4, *5A, *5B, *6, *7A, *7B e 
*7C (http://www.imm.ki.se/CYPalleles) (Tabela 5).  

Tabela 5. Nomenclatura do CYP2E1, sua proteína e outras caracterísitcas.  
Alelo  Proteína  Locus  

polimórfico  
RFLP  Atividade 

Enzimática 
CYP2E1*1A  CYP2E1.1  Nenhum  -  Normal 

CYP2E1*1B  CYP2E1.1  9896C>G  TaqI-  -  

CYP2E1*1C  CYP2E1.1  6 repetições 
em 5’  

-  -  

CYP2E1*1D  CYP2E1.1  8 repetições 
em 5’  

DraI e 
XbaI  

↑ 
ingestão de álcool 

CYP2E1*2  CYP2E1.2  1132G>A  -  Reduzida 

CYP2E1*3  CYP2E1.3  10023G>A  -  Normal 

CYP2E1*4  CYP2E1.4  4768G>A  -  Normal 

CYP2E1*5A  CYP2E1.1  -1293G>C;  
-1053C>T 

(c1>c2);  
7632T>A  

PstI+ 
RsaI- DraI-  

-  
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CYP2E1*5B  CYP2E1.1  -

1293G>C;  
-

1053C>T (c1>c2)  

PstI+ 
RsaI-  

-  

CYP2E1*6  CYP2E1.1  7632T>A  DraI-  -  

CYP2E1*7A  CYP2E1.1  -333T>A  -  -  

CYP2E1*7B  CYP2E1.1  -71G>T; 
-333T>A  

-  -  

CYP2E1*7C  CYP2E1.1  -
333T>A; -
352A>G  

-  -  

 
(Fonte: http://www.imm.ki.se/CYPalleles)  
O sítio polimórfico detectado pelas enzimas RsaI/PstI (CYP2E1*5B), 

localizado na região de regulação da transcrição diferencia o alelo CYP2E1*1A tipo 
selvagem (c1) do alelo raro CYP2E1*5B (c2). Este SNP encontra-se mapeado na 
região 5’ que flanqueia o gene (Hayashi et al., 1991). A mudança de nucleotídeo 
afeta a ligação do fator de transcrição e altera a sua regulação, sugerindo uma 
explicação molecular para as diferenças interindividuais na atividade de oxidação 
de alguns substratos (Hayashi et al., 1991; Hirvonen et al., 1993). Essa alteração 
resulta em diferentes níveis de expressão de mRNA do CYP2E1. Enquanto 
Hayashi et al. (1991) associaram esse SNP com aumento da transcrição do gene ou 
ao risco de desenvolvimento do carcinoma oral (Liu et al., 2001), outros autores 
não observaram tal associação (Powell et al., 1998; Marchand et al., 1999; Matthias 
et al., 1999; Gajecka et al., 2005).  

O CYP2E1 é o principal responsável pela ativação metabólica de muitos 
carcinógenos de baixo peso molecular, incluindo certas nitrosaminas, as quais 
podem estar envolvidas na carcinogênese de alguns tipos tumorais (Yang et al., 
2005). A proteína CYP2E1 é uma das principais responsáveis pela oxidação do 
etanol, produzindo radicais livres reativos que podem iniciar a peroxidação 
lipídica e conseqüentemente influenciar na carcinogênese (Albano et al., 1991; 
Persson et al., 1993).  
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O gene CYP2E1 é expresso nos tecidos do trato aerodigestivo superior 

(Carriéri et al., 1996) e devido à sua função na ativação de pró-carcinogênicos, 
especialmente de N-nitrosaminas, é um excelente candidato na avaliação de risco 
de carcinomas de cabeça e pescoço.  

Enzimas de fase II - Glutationa-S- Transferases  
As GSTs são importantes no processo do sistema de detoxificação celular. 

Essas enzimas pertencem a uma família de proteínas diméricas solúveis e 
multifuncionais que catalisam a reação de conjugação da glutationa (GSH) com 
diferentes espécies de compostos eletrofílicos, impedindo a ligação destes ao DNA, 
e tornando-os mais facilmente excretáveis (Persson et al., 1995). Tais compostos 
eletrofílicos reativos podem ser resultantes ainda, de processos endógenos, 
iniciados, por exemplo, na respiração e em processos inflamatórios, ou ainda, por 
radiação ionizante com a produção de espécies reativas de oxigênio, incluindo 
radicais superóxido e hidroxila. Acredita-se que essas enzimas desempenham uma 
função protetora contra radicais livres (Taningher et al., 1999). Desempenham, 
também, papel na modulação da ativação de enzimas e proteínas importantes para 
determinadas funções celulares como o reparo a danos no DNA. As GSTs, estão 
envolvidas na detoxificação de vários carcinógenos potenciais do tabaco e outros 
hidrocarbonetos aromáticos (Engel et al., 2002; Zheng et al., 2002). A ativação do 
benzo [a] pireno resulta na transformação em 7,8-diol-9,10-epóxido, um conhecido 
substrato para o GSTM1 (Conforti-Froes, 2004). Vários quimioterápicos são 
também  
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substratos para os GSTs e, neste caso, a sua conjugação pode levar a uma 

diminuição do efeito e a ocorrência de resistência celular aos seus efeitos 
(Wormhoudt et al., 1999). É provável que diferenças hereditárias nas atividades 
dessas enzimas, decorrentes de polimorfismos genéticos, modulem o risco de 
câncer devido à exposição a agentes ambientais como a fumaça do cigarro, 
poluição e consumo de álcool (Vineis et al., 1999).  

As glutationas transferases estão presentes na maioria dos organismos 
vivos, incluindo as bactérias, leveduras, fungos e plantas. A classificação destas 
enzimas é baseada na especificidade de substrato, seqüência de aminoácidos e 
comportamento cinético da enzima. Foram descritas sete classes distintas de GSTs 
solúveis, seis das quais são citosólicas e conhecidas como alfa, teta, mu, pi, kapa e 
zeta, sendo a outra classe ligada à membrana. A classe teta é a mais antiga, 
supondo-se que um gene ancestral teta sofreu duplicação precoce antes da 
divergência de fungos e animais. Duplicações posteriores originaram as outras 
classes de GSTs. São encontrados no citoplasma em microssomos e mitocôndrias 
de todas as células eucarióticas e procarióticas e são expressos em altos níveis no 
fígado, onde representam mais de 4% das proteínas solúveis totais. Ocorrem em 
menores concentrações em outros órgãos como pulmões e intestino delgado 
(McIlwain et al., 2006).  

Entre as proteínas citosólicas, merecem destaque, com relação à 
suscetibilidade ao câncer, as GSTM1 (classe mu), GSTT1 (classe teta) e GSTP1 
(classe pi).  

As GSTM1 e GSTT1 possuem ação coordenada uma vez que detoxificam os 
muitos produtos das reações catalisadas pelos CYPs ou da peroxidação de lipídeos 
e  
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do DNA, gerados do estresse oxidativo. Estas duas GSTs são sujeitas a 

deleção completa dos genes que a codificam.  
Além da atividade catalítica bem caracterizada, algumas dessas isoenzimas 

podem regular a atividade mitótica de algumas proteínas quinases (McIlwain et 
al., 2006). Dessa forma, a expressão diferenciada das isoenzimas GSTs pode 
influenciar a suscetibilidade, o prognóstico e o tratamento no câncer (McIlwain et 
al., 2006).  

O Gene GSTM1 e o Gene GSTT1  
O gene GSTM1 está mapeado em 1p13.3; é polimórfico na população 

humana, com dois alelos funcionais (GSTM1*a e GSTM1*b) que diferem em uma 
simples base no éxon 7 levando a uma substituição do aminoácido Lys pela Asn 
sem causar diferença funcional entre os alelos, e um alelo com atividade nula 
(GSTM1*0), respectivamente, sendo que aqueles funcionais têm a mesma eficácia 
metabólica.  

O gene GSTT1 está mapeado em 22q11.2, e assim como o gene GSTM1, 
também é polimórfico na população humana, podendo apresentar fenótipo nulo 
por deleção. A deleção em homozigose do gene GSTM1 é observada em taxas que 
variam entre 20 a 70% nas diferentes populações investigadas, enquanto para o 
GSTT1 essa taxa é de 15 a 38% (Rossit & Conforti-Froes, 2000; Sharma et al., 2006). 
Indivíduos com ausência da capacidade de produzir as enzimas GSTM1 e GSTT1 
acumulam muitos aductos de DNA pela ineficiência de excreção de carcinógenos 
ativados, tais como o 7,8-diol-9,10-epóxido.  
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Em uma proporção substancial da população caucasóide é encontrada a 

deleção homozigótica dos genes de GSTT1 e GSTT1, que resulta na falta da 
produção destas isoenzimas (Zheng et al., 2002). Um alelo não funcional GSTT1 
(GSTT1*0) é o resultado de uma deleção completa ou parcial do gene e a enzima é 
completamente ausente em homozigose (GSTT1*0/0). A ausência da atividade 
enzimática em genótipos nulos foi comprovada por ensaios revelando mais de 94% 
de concordância entre fenótipo e genótipo (Zhong et al., 1991; Bruhn et al., 1998). 
Portadores de deleção homozigota são categorizados em fenótipo nulo, enquanto 
que aqueles que apresentam um ou outro alelo funcional são agrupados no 
fenótipo positivo.  

Sprenger et al. (2000) delinearam uma metodologia baseada na PCR e 
seqüenciamento para descriminar indivíduos com genótipo GSTT1 com deleção 
homozigota (*0/0), heterozigotos (*A/0) e homozigotos selvagem (*A/A). Os 
autores encontraram em uma população caucasóide de 180 indivíduos uma 
distribuição de alelos que segue o equilíbrio de Hardy-Weinberg: 20% *0/0, 46% 
*A/0 e 34% *A/A. Comparações genótipo-fenótipo demonstraram uma herança 
codominante por um efeito dose-gene: amostras com os dois alelos ativos 
apresentavam uma atividade de expressão estatisticamente superior quando 
comparadas às amostras com presença de um ou nenhum alelo ativo.  
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CYPs e GSTs em Carcinomas de Cabeça e Pescoço  

Relatos em literatura têm associado o CCECP a diferentes genes 
polimórficos envolvidos no metabolismo (Engel et al., 2002). Um resumo dos genes 
abordados neste estudo, correlacionando-os ao risco de desenvolvimento de 
CCECP, encontra-se na Tabela 6.  

Há um número limitado de relatos correlacionando o gene CYP1A1 e o risco 
de desenvolvimento de câncer de cabeça e pescoço (Olshan et al., 2000; Hahn et al., 
2002; Kao et al., 2002; Matthias et al., 2002; Gronau et al., 2003a; Ali et al., 2004; para 
revisão: Agundez, 2004; Gajecka et al., 2005; Matthias et al., 2006; Sugimura et al., 
2006) e alguns apresentam resultados contraditórios. Sato et al. (2000) e Tanimoto 
et al. (1999) relataram que o genótipo CYP1A1*2A/CYP1A1*2A era mais freqüente 
nos pacientes com CCECP do que no grupo controle. Além disso, esses pacientes 
consumiam doses mais baixas de cigarro que os pacientes com genótipos 
CYP1A1*1A/CYP1A1*1A e CYP1A1*1A/CYP1A1*2A. Isso também foi observado 
por Nakachi et al. (1993), que sugeriram que isso poderia refletir uma relação dose-
resposta da reação enzimática. Outra interpretação menos provável seria que 
indivíduos com o genótipo CYP1A1*2A/CYP1A1*2A teriam, geneticamente, um 
alto risco ao carcinoma independentemente do consumo do cigarro. O 
polimorfismo CYP1A1*2C foi significativamente diferente entre pacientes jovens 
com câncer de cavidade oral e lesões orais pré-cancerosas do que em controles 
(Kao et al., 2002). Georgiadis et al. (2004) encontraram uma relação direta entre o 
genótipo mutado CYP1A1*2A em indivíduos expostos ao tabaco com maiores 
níveis de aductos no DNA e aumento de células com morfologia aberrante.  
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Vários estudos indicam uma associação entre as variantes do gene CYP1A1 

e o aumento do risco para câncer de laringe (Kellermann et al., 1973), cavidade oral 
Tanimoto et al., 1999; Sato et al., 2000) e cabeça e pescoço (Park et al., 1997; 
Matthias et al., 1998; Olshan et al., 2000; Gattás et al., 2006).  

Adicionalmente, estudos em CCECP referente à combinação dos genótipos 
CYP1A1*2C/CYP1A1*2C e GSTM1*nulo (deleção para a enzima metabolizadora 
glutationa S-transferase) revelaram riscos elevados, sendo maior que os relativos 
aos genes CYP1A1 e GSTM1 separadamente (Sato et al., 2000). Sreelekha et al. 
(2002) num estudo de pacientes indianos com câncer oral verificaram que a 
freqüência de distribuição do genótipo CYP1A1*2A/CYP1A1*2A, GSTM1 e GSTT1 
nulos era significativamente diferente dos controles podendo conferir um risco 
aumentado ao desenvolvimento deste câncer. Outros relatos não encontraram 
associação entre polimorfismos genéticos em CYPs e GSTs em carcinomas de 
cabeça e pescoço (Oude-Ophuis et al., 1998, Cheng et al., 2003).  

Alberg et al. (2000) observaram uma associação entre os genótipos 
GSTT1*nulo e NAT2 (acetilação lenta) como fatores de risco associados à fumaça 
do cigarro em pacientes com carcinomas de cabeça e pescoço.  
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Xie et al. (2004) estudaram os polimorfismos nos genes 
CYP1A1(CYP1A1*2C), GSTM1 e GSTT1 em pacientes com câncer de cavidade oral 
quanto ao consumo de tabaco numa população de Porto Rico. O risco de câncer de 
cavidade oral foi proporcional ao aumento do consumo de tabaco em pacientes 
com o genótipo GSTM1*positivo. Contrastando com alguns dados da literatura, os 
autores concluíram que o genótipo GSTM1*positivo estaria associado com o 
aumento do risco para o desenvolvimento de câncer oral em indivíduos com 
consumo de grandes quantidades de tabaco quando comparado ao genótipo 
GSTM1*nulo.  

Gronau et al. (2003b) demonstraram que pacientes com câncer de laringe 
apresentavam genótipo GSTM1*nulo mais freqüentemente do que os controles. A 
coincidência de genótipos GSTT1 e GSTM1 nulos era duas vezes mais freqüente 
em casos do que controles. Os autores sugeriram que a deficiência simultânea de 
várias enzimas de detoxificação aumenta o risco de CCECP em indivíduos 
expostos ao tabaco e álcool.  

Em um estudo de 2005, Geisler et al., avaliaram os polimorfismos nos genes 
GSTT1, GSTM1, GSTP1 e no gene de reparo a danos no DNA (XRCC1), em 
pacientes diagnosticados com CCECP, quanto ao potencial uso como marcador 
prognóstico. Indivíduos com o gene GSTT1 funcional possuíam um risco três vezes 
maior de óbito por CCECP em relação ao grupo controle (OR, 3.4; 95% CI, 1.33-
8.41) em análise pareada por idade e estágio da doença.  

Não há relatos em literatura correlacionando os polimorfismos do gene 
CYP1A2 em CCECP. In vivo, a atividade do gene CYP1A2 encontra-se aumentada 
e sugere-se ser um fator de suscetibilidade para o câncer de bexiga, cólon e reto 
(Daly et al., 1994; Sachse et al., 2003); contraditoriamente, a baixa expressão desse 
gene  
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estaria associada com câncer testicular (Vistisen et al., 2004) e não há 

associação em relação ao câncer de mama (Long et al., 2006). Quando combinado o 
genótipo de alta atividade do CYP1A2 com um gene do biometabolismo de fase II 
(NAT2) acetilador lento, houve um aumento do risco para câncer de pulmão (Seow 
et al., 2001). Foi observado um aumento no risco de desenvolvimento do carcinoma 
de pâncreas em indivíduos CYP1A2*1D/ NAT1 acetilador rápido que consumiam 
altas quantidades de tabaco (Li et al., 2006).  

Diferentes estudos abordam a influência do polimorfismo no gene CYP2E1 
no desenvolvimento de câncer. Muitos resultados são contraditórios. Alguns 
autores descrevem associação significativa, quando considerados os fatores de 
risco como tabaco e álcool, em câncer de pulmão (Uematsu et al., 1994; Iizasa et al., 
2005), nasofaringe (Hildesheim et al., 1997), carcinoma hepatocelular (Ladero et al., 
1996), câncer de mama (Shields et al., 1996), cavidade oral (Hung et al., 1997), 
esôfago (Li et al., 2005), e coloretal (Kiss et al., 2000). Enquanto outros falham em 
mostrar essa relação em câncer de pulmão (Hirvonen et al., 1992; Kato et al., 1992; 
Sugimura et al., 1995; Watanabe et al., 1995; London et al., 1996), carcinoma 
hepatocelular (Kato et al., 1995; Wong et al., 2000), câncer urotelial (Anwar et al., 
1996; Farker et al., 1998), cabeça e pescoço (Matthias et al., 1998; Neuhaus et al., 
2004), células escamosas do esôfago (Lucas et al., 1996); carcinoma gástrico (Kato et 
al., 1995), de próstata (Murata et al., 2001) ou cérvix (Kim et al., 2000). Foram 
relatados dados contraditórios, descrevendo um efeito protetor do alelo variante 
no risco de desenvolvimento do tumor (Persson et al., 1993; Lê Marchand et al., 
1998; Tan et al., 2000).  

O alelo selvagem CYP2E1*1A foi descrito primeiramente como associado ao 
risco aumentado em câncer de pulmão e fígado (Persson et al., 1993; Yu et al., 
1995).  
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Entretanto, novos estudos não demonstraram associação entre esse alelo e o 

câncer (Ladero et al., 1996; London et al., 1996), inclusive quando este foi associado 
a hábitos tabagista e etilista (Morita et al., 1997). O alelo CYP2E1*5B foi descrito 
como raro em populações caucasóides européias e afro-americanas, mas 
apresentou maior incidência em chineses (Hayashi et al., 1991; Stephens et al., 
1994). Esse alelo foi associado ao CCECP em indivíduos fumantes e etilistas, tendo 
maior incidência em pacientes com carcinoma de faringe (Bouchardy et al., 2000). 
Contraditoriamente, alguns relatos sugerem uma associação na redução do risco 
de desenvolvimento de câncer (Lê Marchand et al., 1998; Lin & Lu, 1998).  

Os estudos caso-controle representam uma abordagem inicial e uma das 
principais fontes de evidências para a avaliação entre polimorfismos genéticos e 
exposição a agentes xenobióticos na determinação do risco relativo de 
desenvolvimento de cânceres comuns.  

A aplicação deste conhecimento básico permitirá a identificação de 
subgrupos de indivíduos com risco diferencial ao desenvolvimento de carcinomas 
que devem ser o alvo principal de campanhas de prevenção. No conjunto, estes 
dados poderão se mostrar de grande impacto, pois se sabe que a associação de 
vários produtos gênicos que atuam em diferentes vias de detoxicação de agentes 
carcinogênicos determina o perfil de suscetibilidade individual.  
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epidemiológico  

As informações epidemiológicas foram obtidas por entrevista e 
preenchimento de um questionário com dados sobre tabagismo, etilismo, dados 
sócio-demográficos e história familial de câncer (Anexo 1). Este estudo faz parte de 
uma pesquisa maior realizada em colaboração com o Dr. Luiz Paulo Kowalski, 
Departamento de Cirurgia de Cabeça e Pescoço, Hospital A.C. Camargo, São 
Paulo, SP e com a Dra Marcília de Araújo Medrada Faria, Departamento de Ética e 
Legislação Trabalhista, Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, São 
Paulo, SP. Foram utilizados dados e amostras obtidos anteriormente em estudo do 
tipo caso-controle de base hospitalar sob título “Epidemiologia molecular dos 
carcinomas de vias aéreas digestivas superiores”, aprovado pelo Comitê de Ética 
Médica do Hospital do Câncer A.C. Camargo, SP (Anexo 2). Os termos de 
Consentimento Livre e Esclarecido encontram-se nos arquivos dos referidos 
Hospitais. Caracterização da Amostra  

Este estudo utilizou uma abordagem do tipo caso-controle de base 
hospitalar. Foram coletadas amostras de sangue periférico de 156 pacientes (Anexo 
3) com idade entre 22-86 anos com diagnóstico confirmado de CCECP de vias 
aéreas digestivas superiores (cavidade oral, laringe ou faringe), sem tratamento 
químio ou radioterápico, classificados segundo a OMS (CID-10). Desses, 58 (37%) 
apresentavam carcinomas de cavidade oral, 78 (50%) faringe e 20 de laringe (13%). 
O grupo controle 
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foi constituído por 145 indivíduos entre 24-86 anos, confirmados como 

portadores de outras enfermidades que não câncer e sem história ou suspeita de 
câncer de vias digestivas superiores (Anexo 4). Primeiramente, as amostras foram 
separadas de forma global (sem pareamento por idade e sexo) e os cinco 
polimorfismos foram avaliados segundo os resultados da análise de genotipagem. 
Na comparação dos genótipos entre os diferentes sítios anatômicos, os grupos 
casos e controles foram pareados por idade e sexo. O limite para o pareamento 
entre os indivíduos foi de ± 2 anos. Para a análise estatística, os pacientes foram 
agrupados em três diferentes grupos, segundo a localização anatômica: (1) 
cavidade oral: retromolar, palato duro, gengiva, língua, soalho de boca, borda da 
língua e mucosa bucal; (2) laringe: cordas vocais, supraglote, epiglote e glote; (3) 
hipofaringe (seio piriforme), orofaringe (amígdala ou tonsila, base da língua e 
palato mole) e nasofaringe. A classificação histopatológica foi realizada de acordo 
com a “WHO International Classification of Tumors” (1990). O estadiamento 
clínico foi determinado pelo estadiamento TNM do câncer (AJCC, 1998).  
Extração do DNA  



O DNA genômico foi extraído a partir do sangue periférico (5-10 mL). O sangue 
colhido foi acondicionado com anticoagulante, solução estéril de EDTA 6% , e 
tratado com tampão de lise de células vermelhas (RCLB pH 7,6 1X: 10 mM de Tris; 
5 mM de MgCl2 e 10 mM de NaCl), três vezes. Após cada lavagem com este 
tampão, as 
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amostras foram centrifugadas a 13000 rpm por trinta minutos a fim de se eliminar 
as hemácias.  
Após este primeiro procedimento, isolou-se a papa leucocitária e o sedimento foi 
ressuspendido em 500 µL de tampão de lise de células brancas (75 mM de NaCl; 24 
mM de EDTA pH 8,0 e 2% de SDS). A lise celular foi seguida pela adição de 
proteinase K (SIGMA) a uma concentração final de 200 µL/mL e o material foi 
incubado à 37o C por 12 horas.  
Para a extração de proteínas e ácidos graxos, liberados juntamente com o DNA 
após o rompimento dos leucócitos, utilizou-se o tratamento com solventes 
orgânicos (fenol-clorofórmio). Adicionaram-se 500 µL de solução 
fenol/clorofórmio/álcool isoamílico (25:24:1), homogeneizou-se por um minuto 
seguido da centrifugação a 13000 rpm por trinta minutos. O sobrenadante foi 
transferido e repetiu-se esta lavagem mais duas vezes. Em seguida, foram 
acrescidos ao sobrenadante, 500 µL de clorofórmio, para eliminar os resquícios do 
fenol, e procedeu-se a última centrifugação a 13 000rpm por 30 minutos. O 
sobrenadante foi novamente isolado e adicionaram-se 50 µL de acetato de amônio 
7M e etanol absoluto gelado. O DNA foi precipitado após aproximadamente 16 
horas a –20o C. O material foi centrifugado a 14 000 rpm a 4oC e o álcool foi 
descartado.  
O sedimento foi seco e o DNA foi posteriormente ressuspendido em um volume 
adequado de água ultrapura estéril. Após a quantificação em espectofotômetro, 
200-500ng de DNA foram utilizados nas diferentes reações de amplificação pela 
reação em cadeia da polimerase. Polimorfimos específicos dos genes CYP1A1, 
CYP1A2, CYP2E1, GSTM1 e GSTT1 foram selecionados para este estudo 
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(Tabela 7). Os polimorfismos de um único nucleotídeo dos genes da família CYP 
foram identificados pela análise de RFLP conforme detalhado na Tabela 8.  

Tabela 7. Localização cromossômica, iniciadores e condições da PCR (reação em cadeia da 
polimerase) dos respectivos genes.  

Gene  Localização 
cromossômica  

Método de 
genotipagem  

Iniciadores  Condições 
da PCR  



CYP1A1  15q22-
15q24  

PCR – 
RFLP  

5´-CAG TGA AGA GGT GTA 
GCC GCT-3´  
5´-TAG GAG TCT TGT CTC ATG 
CCT-3´  

95° - 10´  
40 ciclos:  
95° - 1´  
60° - 1´  

72° - 1´  
72° - 7´  
4° - ∞  

CYP1A2/A  
P1 5’ GCT ACA CAT GAT CGA 
GCT ATA C 3’  
P2 5’ CAG GTC TCT TCA CTG 
TAA AGT TA 3’  

94° - 10´  
35 ciclos:  
94° - 1´  
52° - 1´  
72° - 3´  
72° - 7´  
4° - ∞  

CYP1A2  15q22-qter  PCR-RFLP  

CYP1A2/B  
P3 5’ TGA GCC ATG ATT GTG 
GCA TA 3’  
P4 5’ AGG AGT CTT TAT GGA 
CCC AG 3’  

94° - 10´  
45 ciclos:  
94° - 1´  
54° - 1´  
72° - 1´  
72° - 7´  
4° - ∞  

CYP2E1  10q24.3-
qter  

PCR-RFLP  RsaI (out)  
5’-
TTCATTCTGTCTTCTAACTGG-3’  
5’- 
CCAGTCGAGTCTACATTGTCA-
3’  
RsaI (in)  
5’-
GGTGCAGTGTTAGGTGCAGC-
3’ 
5’TTCATTCTGTCTTCTAACTGG-
3’  

94° - 10´  
35 ciclos:  
94° - 1´  
58° - 1´  
72° - 1´  
72° - 7´  
4° - ∞  

GSTM1  1p13.1-
1p13.3  

PCR 
multiplex  

GSTM1:  
F: 5’- GTT GGG CTC AAA TAT 
ACG GTG G - 3’  
R: 3’- GAA CTC CCT GAA AAG 
CTA AAG C - 5’  

94° - 10`  
40 ciclos  
94° - 1`  

Olivieri, EHR Material e Métodos 44  
54° - 
1`  
72° - 
2`  
72° - 



7`  
4° - ∞  

GSTT1  22q11.2-
22q11.23  

PCR 
multiplex  

CYP1A1 (controle interno) :  
F: 5’- GAA CTG CCA CTT CAG 
CTG TCT - 3’  
R: 3’- CAG CTG CAT TTG GAA 
GTG CTC - 5’  
GSTT1:  
F: 5’-TTC CTT ACT GGT CCT 
CAC ATC TC - 3`  
R: 3’- TCA CCG GAT CAT GGC 
CAG CA -5’  

 
Tabela 8. Enzima de restrição, sítio de corte e tamanho (pb) dos fragmentos observados na 
análise de RFLP.  

Gene  Enzima de 
restrição e sítio 
de corte  

Quantidade de 
enzima utilizada  

Padrão dos 
fragmentos  

CYP1A1  Msp I :  
5` ... C▼CGG ...3`  
3` ... GGC▲C ...5`  

10U  340pb  
200pb  
140pb  

CYP1A2/A  Dde I :  
5` ... C▼TNAA 
...3`  
3` ... AANT▲C 
...5`  

10U  596pb  
464pb  
132pb  

CYP1A2/B  Nde I :  
5` ... CA▼TATG 
...3`  
3` ... GTAT▲AC 
...5`  

30U  167pb  
149pb  
18pb  

CYP2E1  Rsa I :  
5` ... GT▼AC...3`  
3` ... CA▲TG...5`  

30U  300pb  
250pb  
50pb  

Detecção das variantes alélicas do gene CYP1A1  
O polimorfismo estudado do gene CYP1A1 refere-se a uma substituição de T para 
C na posição 3801 do gene (3801T>C). Esta substituição cria um sítio polimórfico 
do tipo RFLP detectado pela endonuclease de restrição MspI. Este polimorfismo do 
gene CYP1A1 apresenta duas variantes alélicas: *1A para ausência do sítio 
polimórfico e *2A para a presença. Os três genótipos possíveis são denominados 
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CYP1A1*1A/CYP1A1*1A para o homozigoto predominante (*1A/*1A); um 
indivíduo homozigoto para o alelo raro possui genótipo CYP1A1*2A/CYP1A1*2A 
(*2A/*2A) e o indivíduo de genótipo CYP1A1*1A/CYP1A1*2A (*1A/*2A) é 
heterozigoto (Brooks et al., 1989).  



Para a análise deste RFLP MspI, utilizou-se a PCR para a amplificação de um 
fragmento de 340pb. Os oligonucleotídeos utilizados estão apresentados na Tabela 
7 (Gustason et al., 1987). Aproximadamente 200ng de DNA genômico foram 
amplificados numa reação de 25µL contendo 10mM de Tris-HCL pH 8,0; 50mM de 
KCl; 1 mM de MgCl2; 400 ng de cada iniciador; 200mM de cada dNTP e 1U de Taq 
DNA polimerase (Invitrogen - Life Technologies). As reações foram processadas 
num termociclador PTC200 (MJ Research) e segundo as condições apresentadas na 
Tabela 7. Após a avaliação da origem e especificidade do produto amplificado pela 
eletroforese em gel de agarose a 1%, os fragmentos amplificados foram clivados 
com 10U da enzima MspI a 37°C, por 24 horas (Tabela 8). Após a clivagem e 
eletroforese em gel agarose a 2%, identificam-se os genótipos *1A/*1A 
caracterizado pela ausência deste sítio de restrição e uma banda de 340pb; 
*2A/*2A caracterizado pela presença do sítio de restrição e dois fragmentos, um de 
200bp e um de 140pb. Os indivíduos heterozigotos apresentam os três fragmentos 
(Figura 3). 
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340 pb  
 

200 pb  
140 pb  
 
MM: marcador de tamanho  
 
molecular  
 

Figura 3. A parte superior da figura mostra o cromossomo 15 no qual está mapeado o gene 
CYP1A1 (q22-24) e a seqüência de nucleotídeos amplificada pela PCR. Em azul estão 
destacados os iniciadores e em vermelho o polimorfismo reconhecido pela MspI. Abaixo 
da seqüência de nucleotídeos estão indicados o tipo de polimorfismo e o sítio de 
reconhecimento da enzima de restrição. A parte inferior à esquerda apresenta um 
esquema dos possíveis genótipos visualizados após o corte com a enzima de restrição. À 
direita está uma foto em gel de agarose 2% correspondendo aos genótipos do esquema. Foi 
utilizado o marcador de tamanho molecular de 100pb.  
 
Transição: T C 
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Detecção das variantes alélicas do gene CYP1A2  

Para o gene CYP1A2, foram analisados dois RFLPs diferentes na porção 5´. A 
variante alélica CYP1A2/A apresenta uma substituição da base G para A (-
2964G>A) . A variante CYP1A2/B apresenta uma deleção de T na posição -1569. 
Estas variantes foram detectadas pela análise de PCR-RFLP utilizando as enzimas 
de restrição DdeI e NdeI, respectivamente.  

Para a análise destes RFLPs, utilizou-se a PCR para amplificação dos 
fragmentos e posterior detecção dos genótipos: CYP1A2/A, utilizando os 



iniciadores P1 e P2 e CYP1A2/B, os iniciadores P3 e P4 (Tabela 7). Os reagentes 
para amplificação foram os mesmos citados anteriormente para o gene CYP1A1. 
As condições de amplificação da PCR estão descritas na Tabela 7. Os fragmentos 
amplificados foram digeridos com enzimas de restrição apropriadas (Tabela 8) a 
37°C por 24 horas e submetidos à eletroforese em gel de agarose 2% para a 
genotipagem do CYP1A2/A. Para o gene CYP1A2/B as amostras foram aplicadas 
em gel de poliacrilamida a 6% e coloração por nitrato de prata.  
Os três genótipos possíveis para o CYP1A2/A são denominados: 
CYP1A2*1A/CYP1A2*1A, para o indivíduo homozigoto predominante que não 
possui o sítio de reconhecimento da enzima DdeI e apresenta um fragmento com 
596pb após a clivagem; CYP1A2*1C/CYP1A2*1C, para o indivíduo homozigoto 
para o alelo raro pois a substituição de base cria um sítio de reconhecimento para a 
DdeI e gera dois fragmentos de 464pb e 132pb após a clivagem. O indivíduo de 
genótipo CYP1A2*1A/CYP1A2*1C é heterozigoto e possui os três fragmentos 
(Figura 4). 
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As variantes alélicas do gene CYP1A2/B são denotadas com a nomenclatura 
CYP1A2*1A ou CYP1A2*1D segundo a presença ou não do sítio de restrição para a 
enzima NdeI, respectivamente. A anotação CYP1A2*1A/CYP1A2*1A representa o 
indivíduo homozigoto predominante com a presença do sítio e o fragmento 
amplificado possui 149pb. O genótipo raro (mutado) CYP1A2*1D/CYP1A2*1D não 
possui o sítio de reconhecimento da enzima de restrição, apresentando um 
fragmento de 167pb e o genótipo heterozigoto (CYP1A2*1A/CYP1A2*1D) mostra 
ambos os fragmentos (167pb e 149pb). Geralmente, o fragmento menor de 18pb 
resultante da presença do sítio não é visualizado após a eletroforese (Figura 5). 
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132pb  
 
GENÓTIPOS  
 

CYP1A2/A  
 
Figura 4. A parte superior da figura mostra o cromossomo 15 no qual está mapeado o gene 
CYP1A2/A (15q22-24) e a seqüência de nucleotídeos amplificada pela PCR. Em azul estão 
destacados os iniciadores e em vermelho o polimorfismo reconhecido pela DdeI. Abaixo 
da seqüência de nucleotídeos estão indicados o tipo de polimorfismo e o sítio de 
reconhecimento da enzima. A parte inferior à esquerda mostra um esquema dos possíveis 
genótipos visualizados após o corte com a enzima de restrição. À direita está uma foto em 
gel de agarose 2% correspondendo os genótipos do esquema. Foi utilizado marcador de 
tamanho molecular de 100pb. q22-qter MM: marcador de tamanho  

Transversão: G ↓ A Molecular  

596pb  
 



DdeI: C ↓ TNAA  
 
464pb  
 
*1A/*1A *1A/*1C *1C/*1C  
 

CCrromossomo 155 
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167pb  
 

149pb  
q22-q 
 
 
Deleção:T 
 
NdeI:CA↓TATG 
 
 
Figura 5. A parte superior da figura mostra a localização do CYP1A2/B (15q22-24) e a 
seqüência de nucleotídeos amplificada pela PCR. Em azul estão destacados os 
iniciadores e em vermelhoo polimorfismo reconhecido pela NdeI. Abaixo da seqüência 
de nucleotídeosé mostrado o tipo de polimorfismo e o sítio de corte da enzima. A parte 
inferior à esquerdaapresenta um esquema dos possíveis genótipos visualizados após o 
corte com a enzima derestrição . À direita está uma foto em gel de poliacrilamida 6% 
correspondendo aos genótipos do esquema. Foi utilizado marcador de tamanho 
molecular de 100pb. 
*1A/*1A *1A/*1D *1D/*1DMM: marcador de tamanho 
 
molecular  
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Detecção das variantes alélicas do gene CYP2E1  
O polimorfismo estudado do gene CYP2E1 apresenta-se na região 5’ flanqueadora 
do gene e refere-se a uma transição de C para T na posição -1053. Esta substituição 
exclui o sítio de restrição detectado pela endonuclease RsaI. Este polimorfismo 
apresenta duas variantes alélicas: c1 para presença do sítio polimórfico (alelo 
selvagem) e c2 para a ausência do sítio (alelo raro). Os três genótipos possíveis são 
denominados c1/c1 para o homozigoto predominante; um indivíduo homozigoto 
para o alelo raro possui genótipo c2/c2 e o indivíduo de genótipo c1/c2 é 
heterozigoto (Watanabe et al., 1990; Gao et al., 2002).  
Inicialmente, um conjunto de iniciadores externos (RsaI - out) foi utilizado na PCR 
para detecção do polimorfismo RsaI na região reguladora do gene, resultando na 
amplificação de um fragmento de 412 pares de base. Para amostras de baixa 
qualidade de amplificação, foi utilizada a “nested” PCR, uma PCR secundária a 
partir do produto da primeira PCR, e assim um segundo conjunto de iniciadores 
internos (RsaI - in) (Tabela 7) resultaram na amplificação de um fragmento de 300 
pares de base (Wong et al., 2000; Nishimoto et al., 2002). Para ambas as reações, 
aproximadamente 200ng de DNA genômico foram amplificados num volume final 
de 25µL contendo 10mM de Tris-HCL pH 8,0; 50mM de KCl; 1 mM de MgCl2; 400 
ng de cada iniciador; 200mM de cada dNTP e 1U de Taq DNA polimerase 
(Invitrogen - Life Technologies). As reações foram processadas num termociclador 
PTC200 (MJ Research) e estão apresentadas na Tabela 7. Após a avaliação da 
origem e especificidade do produto amplificado pela eletroforese em gel de 
agarose a 1%, os fragmentos amplificados foram clivados com 30U da enzima RsaI 
à 37ºC, por 24 horas (Tabela 8). Após a 
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clivagem e eletroforese em gel agarose a 2%, identificam-se os alelos c1 
caracterizados pela presença deste sítio de restrição e duas bandas, uma de 250 pb 
e outra de 50pb; o genótipo c2 caracterizado pela ausência do sítio de restrição e 
apenas um fragmento de 300pb. Os indivíduos heterozigotos apresentaram os três 
fragmentos (Figura 6). 
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molecular  
 
MM: marcador de tamanho  
 

q24.3-qter  
CCrromossomo 100  
CCYYP22E1  
 
ccagtcgagtctacattgtcagttctcacctcgaggggtgccaaaaaccagagggaagcaaaggcccctgaagc
ctctgccagaggccaacgccccttcttggttcaggagaggtgcagtgttaggtagcacaaccaatgacttgcttatgt
ggctaataaattgtcaagagaaaaactgggttagaatgcaatatatagtatgtagtctcatttttgtataaatacaagt



atagaatggcataactcaaaatccaagtgatttggctggattgtaaatgacttttattttcttcatttctcatcatattttctatt
atacataaagattcattgttaatataaaagtacaaaattgcaacctatgaattaagaacttctatatattccagttaga
agacagaatgaa  
 
Figura 6. A parte superior da figura mostra o cromossomo 10 no qual está mapeado o gene 
CYP2E1 (q24.3-qter) e a seqüência de nucleotídeos amplificada pela PCR. Em azul estão 
destacados os iniciadores e em vermelho o polimorfismo reconhecido pela RsaI. Abaixo 
da seqüência de nucleotídeos estão indicados o tipo de polimorfismo e o sítio de 
reconhecimento da enzima de restrição. A parte inferior à esquerda apresenta um 
esquema dos possíveis genótipos visualizados após o corte com a enzima. À direita está 
uma foto em gel de agarose 2% correspondendo os genótipos do esquema. Foi utilizado 
marcador de tamanho molecular de 100pb.  
 
Transição: T C  
 
RsaI: GT ↓ AC  
 
c1/c2 c1/c1 c2/c2  
 

GENÓTIPOS  
 
250pb  
 
50pb  
 
300pb  
 
RRssaaI  
 

-1053 T → C 
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Detecção das variantes alélicas dos genes GSTM1 e GSTT1  

As análises dos polimorfismos genéticos dos genes GSTM1 e GSTT1 foram 
determinadas simultaneamente com o uso da PCR-multiplex, onde o gene GSTM1 
e o gene GSTT1 foram amplificados pelos iniciadores descritos na Tabela 7. A PCR 
foi realizada em um volume final de 25µL contendo 10 mM Tris HCl pH 8.3; 50 
mM KCl; 1.0 mM MgCl2; 5% DMSO; 5.0 mM de cada dNTP; 50-200mg de DNA 
genômico; 1.5 unidades de Taq DNA polimerase (Life Technologies); 50mM de 
cada oligonucleotídeo. As condições de amplificação estão apresentadas e o 
produto da PCR foi analisado após corrida eletroforética em gel de agarose a 1,5% 
corado com brometo de etídio. A presença dos genes GSTM1 e GSTT1, em cada 
indivíduo, é determinada pela presença de bandas de 218 (GSTM1) e 460 (GSTT1) 
pares de base e uma banda de 312 (CYP1A1) pares de base corresponde ao controle 
interno que caracteriza a positividade da reação em cadeia da polimerase. As 



Figuras 7 e 8 apresentam as regiões genômicas amplificadas na investigação dos 
locos GSTM1 e GSTT1 e a visualização do perfil de bandas. 
 
 

CCr omossssomo 1  
 

GSTT1  
CCrromossomo 2222  

Figura 7. A parte superior da figura mostra o cromossomo 1 no qual está mapeado o gene 
GSTM1 (p13.3) e a seqüência de nucleotídeos amplificada pela PCR. Na parte inferior, 
encontra-se o cromossomo 22 no qual está mapeado o gene GSTT1 (q11.12) e a seqüência 
de nucleotídeos amplificada pela PCR. Em azul estão destacados os iniciadores utilizados 
na reação.  
 

GSTM1 
cttgggctcaaatatacggtggaggtcaaggacatcatagacgagaaaatctacaaaagtgatctgcagaaggccaagaatatgtgggctggaa
cctccataacacgtgaagcaaaacagatctcatcccatatcactcctcctttaccttgtttcctgcaaaccatggccgcttccccagaaactctgagta
gagctttagcttttcagggagttc
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GSTT1 nulo: linhas 8, 9 e 12  
 
GSTM1nulo/ GSTM1+/ GSTM1nulo/ GSTM1+/ GSTT1nulo GSTT1+ GSTT1+ GSTT1nulo  

GGEENNÓÓTTIIPPOOSS  
460pb – GSTT1  
312pb – CYP1A1  
(Controle interno)  
Figura 8. Esquema dos possíveis genótipos visualizados após a PCR-Multiplex para os 
genes GSTM1 e GSTT1. Na parte inferior da figura são visualizadas duas fotos em gel de 
agarose 1,5% correspondendo os genótipos do esquema. Foi utilizado marcador de 
tamanho molecular de 100pb.  
 
218pb – GSTM1  
 
GSTM1 nulo: linhas 1, 2, 3, 7, 8, 9, 10, 11 e 13  
 
GSTM1 e GSTT1 nulos: linhas 8 e 9  
MM: Marcador de tamanho molecular  
 
MM 1 2 3 4 5 6 7 8  
MM 9 10 11 12 13 14 15 16 
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Análise estatística  
As diferenças entre cada variável do estudo foram analisadas utilizando o Teste de 
Wilcoxon & Mann-Whitney e o Teste t de Student, para amostras independentes e, 
quando não atendiam, para o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Para verificar 
associação entre os grupos e a variável categórica de interesse, foram utilizados o 
teste de hipótese de freqüências - Teste chi-quadrado (χ2) ou o Teste exato de 



Fisher, dependendo da casuística. Na comparação entre os três grupos com 
variáveis numéricas, utilizou-se a análise de variância (ANOVA) ou o Teste de 
Kruskall Wallis, quando a pressuposição de normalidade e igualdade entre as 
variâncias dos grupos não foram iguais. Para comparações múltiplas entre os 
grupos, utilizou-se o Teste de Dunn. Em todas as análises, foram considerados 95% 
de significância (≤ 0,05) e Odds Ratio (OR). Foram considerados grupos com poder 
estatístico aqueles que apresentaram n>3 observações.  
Todas as análises foram realizadas pelo software InStat (GraphPad InStat version 
3.0, GraphPad Software, San Diego, Califórnia – USA) e pelo software SPSS for 
Windows XP v.12 (SPSS Inc., Chicago, IL). 
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Agrupamentos Genotípicos – Software NeoGene Analysis  
Nos estudos com polimorfismos genéticos, muitas vezes não se encontram 
resultados satisfatórios na associação genótipo versus fenótipo, pois as análises 
comparativas dos genes são realizadas individualmente. Dessa forma, além das 
análises estatísticas pelo Teste Exato de Fisher e/ou χ2, os dados foram tabulados e 
compilados no programa Neogene Analysis, que tem como característica principal, 
permitir o agrupamento de genótipos, formando assim classes genotípicas que 
podem ser mais informativas do que os polimorfismos individuais. O programa 
compara os genótipos determinados nos casos e controles com os existentes na 
classe de referência, e identifica as combinações de cada indivíduo. A classe de 
referência, que deve previamente ser informada ao programa, é formada a partir 
da análise combinatória (permutação) do genótipo dos seis polimorfismos 
estudados.  
Este programa é um sistema rápido, que atende as necessidades do usuário, 
economizando tempo e evitando processos manuais de análise combinatória. O 
programa NeoGene Analysis foi desenvolvido em Linguagem Delphi 7.0, após 
estruturação modelada em DER (Diagrama de Entidade/Relacionamento) pelo 
nosso grupo (Marchi F; Rainho CA; Rogatto SR – programa disponibilizado para 
download após solicitação e análise do grupo).  
O sistema inicia-se quando o usuário informa quais genes serão analisados, pela 
opção Nova Análise, no qual são selecionadas as opções SIM e NÃO para definição 
de quais genes serão habilitados e/ou desabilitados, respectivamente, e qual o tipo 
de análise combinatória desejada (2x2, 3x3, 4x4 e assim por diante - limite de oito 
genes) (Figura 9). 
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Na etapa seguinte, um gerador de classes permite que todas as combinações de 
genes sejam criadas pelo programa (Figura 10). É possível também, que sejam 
carregadas classes pelo sistema de um arquivo externo (p.ex., extensão.xls). Após 
ser carregada, a tabela de análise pode então ser iniciada, com probabilidades e 
combinações gerando resultados de agrupamentos genotípicos, onde 
posteriormente avaliam-se quais seqüências combinatórias são mais ou menos 
freqüentes entre os grupos amostrais analisados (Figura 11).  



O programa finaliza a análise gerando uma tabela de informações, a qual pode ser 
salva em formato “.xls” (Figura 12).  
Figura 9. Representação da janela do programa NeoGene Analysis na fase de escolha da 
combinação e dos genes que serão analisados. 
Olivieri, EHR Material e Métodos 60  
Figura 10. Janela do programa NeoGene Analysis na opção Gerador de Classes no qual 
são realizadas todas as combinações possíveis entre os genes.  

Figura 11. Última janela gerada pelo programa NeoGene Analysis com os resultados obtidos 
da análise combinatória entre os grupos. 
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Figura 12. Resumo dos resultados gerados pelo programa.  
A Tabela 9 apresenta um resumo dos parâmetros utilizados no programa NeoGene 
Analysis e a nomenclatura reduzida para a definição e identificação das classes 
genotípicas.  

Tabela 9. Nomenclatura NeoGene Analysis.  
Classes de referência  Ordem das 

combinações  
Genótipos  Combinações  

S = selvagem  

H = 
heterozigoto  
M = mutado  
P = positivo  

As classes de referência 
representam as combinações 
possíveis dos genótipos  

1° CYP1A1  
2° CYP1A2/A  
3° CYP1A2/B  
4° CYP2E1  
5° GSTM1  
6° GSTT1  

N = nulo  

Ex: H S M M P 
N  
CYP1A1: 
heterozigoto  
CYP1A2/A: 
selvagem  
CYP1A2/B: 
mutado  
CYP2E1: 
mutado  
GSTM1: 
positivo  
GSTT1: nulo  



Olivieri, EHR Material e Métodos 62  
Método de Análise dos Resultados  
Algumas variáveis do questionário epidemiológico ou as analisadas nos 
prontuários dos pacientes não puderam ser obtidas para todos os casos e controles.  
Para a análise estatística, os grupos foram pareados por idade e sexo, exceto na 
análise referente ao consumo de tabaco e álcool. O consumo de tabaco foi definido 
nos casos onde os pacientes responderam positivamente ao consumo corrente ou 
regular de tabaco por mais de um ano em qualquer período de vida (exceto os 
casos que tivessem parado de fumar por mais de 20 anos). O tempo de consumo de 
tabaco foi expresso em anos e a quantidade em cigarros/dia. Usuários de álcool 
foram definidos como aqueles que consumiam sete a dez doses de álcool por mais 
de um ano em qualquer período. Dados de freqüência e quantidade de álcool 
consumido foram estimados para todas as bebidas alcoólicas, separadas em 
fermentadas e destiladas, e classificadas quanto ao tempo (em anos) e quantidade 
consumida (ml/dia).  
Para a avaliação da presença de história familial no grupo amostral, parentes de 
primeiro e segundo grau com câncer foram considerados como positivos para 
história familial. A evidência dessa informação foi baseada na avaliação de 
registros médicos do paciente com o tumor nos referidos hospitais.  
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Objetivos Gerais:  
Este estudo teve como objetivo principal determinar o genótipo de pacientes 
portadores de CCECP e indivíduos controles (com ausência de neoplasia) para os 
genes CYP1A1, CYP1A2, CYP2E1 (Fase I) e, GSTM1 e GSTT1 (Fase II) envolvidos 
no metabolismo de agentes xenobióticos. Para tanto, quantificou-se pela razão de 
chances (odds ratio - OR), a suscetibilidade genética ao desenvolvimento destes 
tumores avaliando polimorfismos num estudo caso-controle de base hospitalar.  
Objetivos Específicos:  
 �  

Identificar as variantes alélicas do gene CYP1A1 (RFLP-MspI), CYP1A2 (RFLPs 
DdeI e NdeI) e CYP2E1 (RFLP RsaI), na tentativa de correlacionar estes 
polimorfismos à suscetibilidade ao câncer de cabeça e pescoço em comparação com 
um grupo controle;  
�  

Identificar pela PCR – Multiplex os genótipos dos genes GSTM1 e GSTT1 em casos 
e controles;  
�  

Comparar os genótipos encontrados entre os pacientes com CCECP de diferentes 
localizações anatômicas (cavidade oral, laringe e faringe) com controles;  
�  



Comparar os genótipos dos pacientes portadores de CCECP ao do grupo controle, 
de maneira isolada e agrupada, e correlacioná-los aos dados epidemiológicos, 
clínicos e de prognóstico, usando testes estatísticos apropriados.  
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dos pacientes e distribuição dos genótipos  
Neste estudo foram genotipados 156 casos com CCECP (Anexo 5) e 145 controles 
(Anexo 6). Os resultados da genotipagem dos genes CYP1A1, CYP1A2 (A e B), 
CYP2E1, GSTM1 e GSTT1 estão apresentados na Tabela 10. Os parâmetros em 
relação aos pacientes incluíram idade, sexo, raça, história familial de câncer e 
consumo de tabaco e álcool; as variáveis do tumor compreenderam localização, 
dimensão e tipo histológico; os parâmetros relativos aos achados clínicos incluíram 
recorrência tumoral e metástase. Os portadores de CCECP apresentavam idade 
média de 58,4 + 11,0 anos e os controles 58,8 + 12,0 anos. O sexo masculino 
prevaleceu sobre o feminino em ambos os grupos, em 92% dos casos e 94% dos 
controles, na razão 11:1 em casos e 17:1 em controles.  

Tabela 10. Resumo geral dos genótipos avaliados em casos e controles.  

Gene  
Controle  Caso  Faringe  Laringe  Cav. Oral  

CYP1A1  145/145  156/156  78/78  20/20  58/58  
CYP1A2/A  144/145  156 /156  77/78  20 /20  58/58  
CYP1A2/B  140/145  151 /156  74/78  19 /20  57/58  
CYP2E1  122/145  124/156  62/78  20/20  41/58  
GSTM1  145/145  156/156  78/78  20/20  57/58  
GSTT1  131/145  154/156  77/78  20/20  56/58  

 
A Tabela 11 apresenta a distribuição das variáveis idade, sexo, etnia, 

história familial de câncer e consumo de álcool e tabaco nos grupos casos e 
controles. 
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Tabela 11. Características da população abordada no estudo.  

Variáveis  Categorias  Controles  
n (%) ou (dp)  

Casos  
n (%) ou 
(dp)  

P  

Variação  24-86  22-86  0,886  Idade  

Média (dp)  58,8(12,0)  58,4(11,0)  
Feminino  8(6%)  13(8%)  0,346  Sexo  

Masculino  137(94%)  143(92%)  



Amarelo  1 (0,7%)  2 (1,5%)  0,203  

Branco  107 (76,4%)  110 (81,5%)  
Negro  7 (5%)  10 (7,5%)  

Etnia  

Pardo  25 (17,9%)  13 (9,5%)  
Não  77(60%)  78(58%)  0,745  História 

familial de 
câncer  Sim  52 (40%)  55(42%)  

Não  Indivíduos (%)  58  17  

Indivíduos (%)  76  133  < 
0,001*  

Tempo médio 
em anos (dp)  

32,3 (13,2)  38,9 (12,4)  < 
0,01**  

Consumo 
de Tabaco  

Sim  

Média 
Cigarros/dia 
(dp)  

24,5 (13,4)  26 (16)  < 
0,01**  

Não  Indivíduos (%)  59 (44%)  25 (16%)  

Indivíduos (%)  75 (56%)  125 (84%)  < 
0,001*  

Destilado (%)  47 (69%)  94 (87%)  < 0,01*  
Tempo médio 
em anos (dp)  

31 (15)  31,4 (13,6)  < 
0,01**  

Quantidade 
média: ml/dia 
(dp)  

345,4 (563)  752 (612)  < 
0,01**  

Fermentado 
(%)  

47 (70%)  61 (58%)  0,06  

Tempo médio 
em anos (dp)  

31,7 (15)  30,4 (12,7)  0,125**  

Consumo 
de Álcool  

Sim  

Quantidade 
média: ml/dia 
(dp)  

679,3 (797)  1324 
(1837)  

0,015**  

 



Modelo de regressão logística; n: n° de indivíduos; *P-valor estatisticamente 
significativo (P < 0,05); ** Teste de Wilcoxon; dp: desvio padrão.  
A etnia foi considerada segundo declaração dos indivíduos. Por esta abordagem, 
não houve diferença significativa entre os grupos étnicos em casos e controles 
(p=0,203), mas houve prevalência de indivíduos caucasianos (brancos) em ambas 
as amostras (Tabela 11). As análises estatísticas referentes a esta variável não 
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puderam ser devidamente conduzidas porque o grupo avaliado possuía poucos 
indivíduos representativos da classe dos asiáticos (dois casos e um controle), dos 
afro-descendentes (10 casos e sete controles) e dos pardos (13 casos e 25 controles). 
Apesar de não observado significância estatística, houve prevalência do alelo 
CYP1A2*1D (p= 0,068) em casos da etnia afro-descendente (Tabela 12). 
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Também foi avaliada a história familial de câncer em casos e controles, e não 
foram observadas diferenças significativas (p= 0,745) para IC de 95%.  
Para a análise estatística, os grupos foram pareados por idade e sexo, exceto 
na análise referente ao consumo de tabaco e álcool (Gráfico 1). Entre o grupo 
masculino, 88% dos casos e 48% dos controles e no grupo feminino, 29% dos 
casos e 20% dos controles consumiam álcool e tabaco simultaneamente. Entre 
os indivíduos que não possuiam hábitos tabagista ou etilista, foram 
observados 6% dos casos e 33% dos controles do sexo masculino, contra 14% 
dos casos e 80% dos controles das do sexo feminino (Gráfico 2).  
Houve prevalência significativa em relação ao hábito tabagista em casos 
comparados aos controles, quanto ao número de indivíduos fumantes (p < 0,001), 
quanto ao tempo de uso do tabaco (p < 0,01), e quantidade consumida (p < 0,01), 
como apresentado na Tabela 11. O consumo de álcool teve maior prevalência em 
casos comparados aos controles (p < 0,001), principalmente quanto à classe de 
destilados (p < 0,01). O tempo de consumo de destilados (p < 0,01) e a sua 
quantidade consumida (p < 0,01) assim como a quantidade de consumo de 
fermentados (p < 0,015) também prevaleceram no grupo de casos (Tabela 11). 
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Gráfico 1. Distribuição de indivíduos com história de consumo de álcool e tabaco.  
Gráfico 2. Amostras de casos e controles pareadas por idade e sexo e sua relação 
com consumo de álcool e tabaco.  
0102030405060708090100TabacoÁlcoolSem hábitoFumam ebebem% indivíduosF: CASOSF: CONTROLESM: 
CASOSM: CONTROLES  

A relação entre o consumo de tabaco e álcool com os dados de genotipagem dos 
genes CYP1A1, CYP1A2/A, CYP1A2/B, CYP2E1, GSTM1 e GSTT1 está 
apresentada na tabela 13. Não foram observadas diferenças significativas entre 
consumo de tabaco e álcool e os genótipos analisados. 
0102030405060708090100TabacoÁlcoolSemhábitoFumam ebebem% dindivíduosCasosControles 
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Tabela 13. Distribuição dos genótipos CYP1A1, CYP1A2, CYP2E1, GSTM1 e GSTT1 entre 
indivíduos fumantes e consumidores de álcool em casos e controles.  

Genes  Genótipos  Tabaco  Álcool  



  Caso  Controle  P/OR  Caso  Controle  P/OR  

CYP1A1  

*1A/*1A  
*1A/*2A  
*2A/*2A  
94(70%)  
37(28%)  

2(2%)  
N=133  
59(78%)  
16(21%)  

1(1%)  
N=76  
0.54/  
1.2  

86(69%)  
36(29%)  

2(2%)  
N=124  
56(75%)  
17(23%)  

2(2%)  
N = 75  
0.562/  
1.154  

CYP1A2/A  

*1A/*1C  *1C/*1C  
104(78%)  
25(19%)  
3(2%)  
N=132  

61(82%)  
13(17%)  
1(1%)  
N=75  

0.85/  
0.32  
96(78%)  
24(19%)  

3(3%)  
N=123  

59(80%)  
14(19%)  
1(1%)  
N = 74  

0.86/  
0.29  
CYP1A2/B  

*1A/*1A  
*1A/*1D  

51(40%)  70(55%)  
7(5%)  
N=128  

31(43%)  
38(52%)  
4(5%)  
N=73  

0.93/  
0.13  
45(38%)  
68(57%)  

6(5%)  
N=119  

30(42%)  
38(53%)  
4(5%)  
N = 72  

0.84/  
0.34  
CYP2E1  

C1/C1  
C1/C2  

85(79%)  21(20%)  
1(1%)  
N=107  

57(88%)  
7(11%)  
1(1%)  
N=65  

0.3/  
2.4  
79(78%)  
21(21%)  

1(1%)  
N=101  

53(87%)  
7(11%)  
1(2%)  
N = 61  

0.30/  
2.39  
GSTM1  

Positivo  
Nulo  

68(52%)  N=132  
36(47%)  
40(53%)  

N=76  
0.88/  
0.02  

61(49%)  
63(51%)  
N=124  

40(53%)  
35(47%)  

N = 75  
0.66/  
0.32  

GSTT1  Positivo  
Nulo  
78(59%)  

N=131  44(66%)  
23(34%)  

N=67  
0.44/  
0.70  

73(59%)  
50(41%)  
N=123  

43(66%)  
22(34%)  

N = 65  
0.43/  
0.83  

N: número de 
indivíduos; P 
significante: ≤ 
0,05; OR = 
Odds ratio.  

 
*1A/*1A  
*1D/*1D  
C2/C2  
64(48%)  
53(41%) 
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istribuiçãodosgenótipossegundoafaixaetária 
 
Para avaliar a hipótese de associação entre a idade e os genótipos estudados no 
risco de desenvolvimento do carcinoma de cabeça e pescoço (Tabela 14) e em seus 
diferentes subtipos anatômicos (Tabela 15), os indivíduos deste estudo foram 



agrupados segundo a idade, em duas classes: ≤ 50 anos e > 50 anos (Tabela 14). 
Não foi verificada uma associação significativa entre estas variáveis.  
 
Tabela 14. Distribuição dos polimorfismos e sua associação com a idade na 
classe de indivíduos com ≤ 50 anose > 50 anos.  
 
Genes  
Genótipos  
Caso 

Controle  
P/OR  

P/OR ≤ 50  Caso Controle  

*1A/*1A  *1A/*2A  

≤ 50  

11(31%)  

0  
N=36  
23(66%)  
11(31%)  
1(3%)  

N=35  
0.8/  
1.18  
 

84(70%)  
34(28%)  
2(2%)  
N=120 

83(75%)  
26(24%)  
1(1%)  

N=110 
0.37/  
0.75  

CYP1A2/A 
*1A/*1A  
*1A/*1C  
*1C/*1C  

30(83%)  
6(17%)  

N=36  26(74%)  
9(26%)  
0  
N=35  
0.39/  

1.7  
94(78%)  
23(19%)  
3(3%)  

N=120 
87(80%)  
21(19%)  
1(1%)  

N=109 
0.8/  

0.9  
CYP1A2/B  
*1A/*1A  

*1A/*1D  
*1D/*1D  
15(43%)  
17(49%)  

3(8%)  
N=35  

20(57%)  3(9%)  
N=35  
0.62/  

1.4  
 
43(37%)  
68(59%)  

5(4%)  
N=116 
44(42%)  
58(55%)  

3(3%)  
N=105 
0.24/  

0.60  
 
CYP2E1 

c1/ c1  
c1/c2  
c2/c2  
19(73%)  

7(17%)  
0  
N=26  

4(14%)  1(4%)  
N=28  
0.52/  
0.59  

 
79(81%)  
18(18%)  
1(%)  

N=98  
82(87%)  
12(13%)  
0  

N=94  
0.24/  
0.6  

GSTM1  
Positivo  
Nulo  

17(47%)  
19(53%)  
N=36 
22(63%)  

13(37%)  
N=35  



0.52  61(51%)  
59(49%)  

N=120 
49(45%)  
61(55%)  

N=110 
0.35/  
1.2  

GSTT1  Positivo  
Nulo  
22(61%)  

14(39%)  
N=36  
20(62%)  

12(38%)  
N=32  

0.94  69(58%)  
49(42%)  
N=118 

64(65%)  
35(35%)  
N=99  

0.4/  
0.7  

 
P significante: ≤ 
0,05, N: 
número de 
indivíduos.  

 
 

 
25(69%)  
0  
12(34%)  
23(82%)  
0.23/  
1.0/  
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Distribuição dos genótipos segundo localização anatômica com e sem 
pareamento por idade e sexo  
Os resultados da análise genotípica foram avaliados com e sem pareamento por 
idade e sexo. O resumo dos resultados da análise do polimorfismo detectado pelos 
RFLPs- MspI do gene CYP1A1, DdeI (CYP1A2/A) e NdeI (CYP1A2/B) do gene 
CYP1A2, RsaI do gene CYP2E1, GSTM1 e GSTT1 em casos e controles sem 
pareamento por idade e sexo pode ser visualizado no gráfico 3 e Tabela 16 e o 
resumo dos resultados com pareamento de casos e controles por idade e sexo 
encontra-se apresentado no gráfico 4 e Tabela 17.  
Não houveram diferenças estatiscamente significativas quando comparados os 
genótipos CYP1A1, CYP1A2/A, CYP1A2/B, CYP2E1, GSTM1 e GSTT1 e a 
presença de tumores entre as três localizações anatômicas: faringe (gráfico 5), 
laringe (gráfico 6) e cavidade oral (gráfico 7) bem como quando os três subtipos 
anatômicos foram comparados aos controles (gráficos 3-7 e tabelas 16-17).  
Gráfico 3. Distribuição dos genótipos em casos e controles, sem pareamento por 
idade e sexo, para os seis polimorfismos abordados neste estudo.  
020406080100120140*1A/*1A*1A/*2A*2A/*2A*1A/*1A*1A/*1C*1C/*1C*1A/*1A*1A/*1D*1
D/*1DC1/C1C1/C2C2/C2PositivoNuloPositivoNuloCYP1A1CYP1A2/ACYP1A2/BCYP2E1GST
M1GSTT1CasoControle 
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Tabela 16. Distribuição dos genótipos CYP1A1, CYP1A2, CYP2E1, GSTM1 e 
GSTT1, sem pareamento por idade e sexo, em casos e controles por subtipo 
anatômico: cavidade oral, faringe e laringe.  
Genes  
Genótipos  
Casos  
Controles  
P/OR  

Faringe  
Laringe  
Oral  
P/OR  
CYP1A1  

*1A/*1A  *1A/*2A  *2A/*2A  109(70%)  45(29%)  2(1%)  N = 156  106(73%)  

N = 145  

0.82/  
0.38  
57(73%)  
19(24%)  
2(3%)  

N = 78  
13(65%)  
7(35%)  
0  

N = 20  
39(67%)  
19(33%)  
0  

N = 58  
0.70/  

3.76  
CYP1A2/A  
*1A/*1A  

*1A/*1C  
*1C/*1C  
125(80%)  
28(18%)  

3(2%)  
N = 156  
113(78%)  
30(21%)  



1.19  64(83%)  
10 
(13%)  
3(4%)  
N = 77  
17(85%)  

3(15%)  
0  
N = 20  
43(74%)  

15(26%)  
0  
N = 58  
0.17/  

8.9  CYP1A2/B  
*1A/*1A  
*1A/*1D  
*1D/*1D  

59(39%)  
84(56%)  
8(5%)  
N = 151  

56(40%)  
78(56%)  
6(4%)  
N = 140  

44(60%)  7(9%)  
N = 74  
9(47%)  

10(53%)  
0  
N = 19  
26(46%)  

30(53%)  
1(1%)  
N = 57  
0.24/  

7.9  CYP2E1  
C1/C1  
C1/C2  
C2/C2  

99(80%)  
24(19%)  
1(1%)  
N = 124  

105(86%)  
16(13%)  
1(1%)  
N = 122  

11(18%)  0  
N = 62  
13(65%)  

7(35%)  
0  
N = 20  
34(83%)  

6(15%)  
1(2%)  
N = 41  
0.23/  

8.1  GSTM1  
Positivo  
Nulo  
75(48%)  

81(52%)  
N = 156  
71(49%)  
74(51%)  

N = 145  
0.90/  
0.96  
41(53%)  

11(55%)  N = 20  
25(44%)  
32(56%)  

N = 57  
0.57/  
1.1  

GSTT1  
Positivo  

Nulo  
92(60%)  

62(40%)  
N = 154  
84(64%)  

47(36%)  
N = 131  
0.46/  

0.83  
48(62%)  
29(38%)  



N = 20  32(57%)  
24(43%)  

N = 56  
0.83/  
0.36  

P significante: ≤ 
0,05; OR = 
Odds ratio.  

Gráfico 4. Distribuição dos genótipos em casos e controles, para os seis polimorfismos, na a
020406080100120*1A/*1A*1A/*2A*2A/*2A*1A/*1A*1A/*1C*1C/*1C*1A/*1A*1A/*1D*1D/*1DC1/C1C1/C2C2/C2PositivoNuloPositivoNuloCYP1A1CYP1A2/ACYP1A2/BCYP2E1GSTM1GSTT1

 
2(1%)  
0.55/  
23(31%)  
51(82%)  
9(45%)  
8(40%) 
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Gráfico 5. Distribuição dos genótipos em carcinomas de faringe e controles, para os seis polimorfismos, com 
as amostras pareadas por idade e sexo.  
010203040506070*1A/*1A*1A/*2A*2A/*2A*1A/*1A*1A/*1C*1C/*1C*1A/*1A*1A/*1D*1D/*
1DC1/C1C1/C2C2/C2PositivoNuloPositivoNuloCYP1A1CYP1A2/ACYP1A2/BCYP2E1GSTM1G
STT1CasoControle  
Gráfico 6. Distribuição dos genótipos em carcinomas de laringe pareados aos 
controles por idade e sexo.  
024681012141618*1A/*1A*1A/*2A*2A/*2A*1A/*1A*1A/*1C*1C/*1C*1A/*1A*1A/*1D*1D/*1
DC1/C1C1/C2C2/C2PositivoNuloPositivoNuloCYP1A1CYP1A2/ACYP1A2/BCYP2E1GSTM1G
STT1CasoControle 
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Gráfico 7. Distribuição dos genótipos dos casos com carcinomas de cavidade 
oralpareados por idade e sexo aos controles para os seis polimorfismos 
analisados.  



05101520253035404550*1A/*1A*1A/*2A*2A/*2A*1A/*1A*1A/*1C*1C/*1C*1A/*1A*1A/*1
D*1D/*1DC1/C1C1/C2C2/C2PositivoNuloPositivoNuloCYP1A1CYP1A2/ACYP1A2/BCYP2E1G
STM1GSTT1CasoControle 
Quando avaliado os genótipos duplamente nulos entre os diferentes 
subtiposanatômicos também não encontramos associação significativa (Tabela 18).  
 
Tabela 18 - Distribuição dos genótipos combinados dos genes GSTM1 e GSTT1 
segundo faixa etária entre os diferentes sítios anatômicos.  
Sítio  
Genótipos  
P/OR  
GSTM1*Positivo  
& GSTT1*Positivo 
GSTM1*Positivo 
& GSTT1*nulo 
GSTM1*nulo 
& GSTT1*positivo 
GSTM1*nulo 
& GSTT1*nulo 

Faringe  
13 (17%)  20 (26%)  

27 

(36%)  
Laringe 3 (15%)  

6 (30%)  
9 (45%)  
2 (10%)  

0.23/4.2  Cav. Oral 

9 (16%) 17 (30%)  15 
(27%)  

0.63/1.7  Controles 

23 (17%)  44 (34%)  24 
(18%)  

-  P significante: ≤ 0,05; OR = 
Odds ratio.  

    
 
16 (21%)  
15 (27%)  
40 (31%)  
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 Tabela 19. Distribuição dos genótipos segundo a extensão tumoral 
(T1/T2 versus T3/T4)e envolvimento de linfonodos (LN-: ausência e 
LN+: presença de envolvimento de linfonodos) em CCECP.  

 Genes  

 
Foi observada uma correlação entre o genótipo CYP2E1*c2 e a presença de tumores 
T3/T4 (Classificação TNM - AJCC, 1998) quando comparados aos tumores T1/T2 
entre os pacientes com CCECP (P=0.009; OR= 9.95; IC: 1.2-79.5) (Tabela 19). Não foi 
detectada associação entre os genótipos avaliados (Tabela 19) e envolvimento de 
linfonodos (LN+) .  
P  

Casos  
P  
T1/T2 
T3/T4 
 
LN-  
LN+  
 

*1A/*2A *2A/*2A 27(79%)  7(21%)  CYP1A1 *1A/*1A 

15(23%)  1(2%)  N= 64  0.71/  0.66  35(76%)  

0  

N= 46  
41(76%)  
12(22%)  
1(2%)  
N= 54  

0.64/  
0.88  
CYP1A2/A 

*1A/*1A 
*1A/*1C  
*1C/*1C 
29(85%)  

5(15%)  
0  

N= 34  
47(73%)  
16(25%)  
1(2%)  

N= 64  
0.36/  
2.0  
35(76%)  

11(24%)  
0  

43(79%)  10(19%)  
1(2%)  
N= 54  
0.53/  
1.2  

CYP1A2/B 
*1A/*1A 
*1A/*1D 

*1D/*1D 
17(52%)  
16(48%)  
0  

N= 33  
27(42%)  

35(55%)  
2(3%)  
N= 64  
0.44/  

1.6  
19(41%)  
27(59%)  
0  

N= 46  
26(49%)  



2(4%)  N= 53  
0.26/  
2.6  

CYP2E1 
C1/C1 
C1/C2 

C2/C2 
24(96%)  
1(4%)  
0  

N= 25  
41(71%)  

17(29%)  
0  
N= 58  
0.009/ 

9.95  
 
29(76%)  
9(24%)  

0  
N= 38  

9(20%)  0  
N= 46  
0.79/  

0.21  
GSTM1  
Positivo  

Nulo 
17(52%)  
16(48%)  
N= 33  

26(41%)  
38(59%)  
N= 64  

0.38/  
1.04 
23(51%)  
22(49%)  

N= 45  
21(39%)  
33(61%)  
N= 54  

0.23/  
1.48 

GSTT1  Positivo  
Nulo 
19(59%)  

13(41%)  
N= 32  
34(53%)  

30(47%)  
N= 64  
0.66/  

0.33  
27(61%)  

17(39%)  
N= 44  
27(51%)  

26(49%)  
N= 53  
0.31/  

1.05  

  
 
0  
11(24%)  
N= 46  
25(47%)  
37(80%)  
P significante: ≤ 0,05; OR = Odds ratio; N: número de indivíduos.  
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O genótipo CYP1A1*2A mostrou-se estatisticamente significativo na 
associação com a recorrência tumoral (P = 0.02; OR= 6.2; IC: 1.3-28.7) 
em tumores de cavidade oral (Tabela 20) e houve maior frequência 
(P= 0.048; OR=2.9; IC: 1.1-8.0) de metástases em indivíduos 
portadores do genótipo GSTT1*nulo (Tabela 21). Além disso, todos 
os pacientes com ausência de metástase também tiveram ausência do 
genótipo homozigoto mutado para qualquer um dos genes CYPs.  
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Considerando o consumo de tabaco e álcool como fatores de risco para o CCECP e 
a associação demonstrada em literatura entre consumo de álcool e tumores T3/T4 
(Strange et al, 2000), foi realizada uma análise de associação entre genótipos, 
extensão tumoral e presença de linfonodos (LN+: comprometimento de linfonodos 
e LN-: ausência do envolvimento de linfonodos), entre indivíduos fumantes e entre 
indivíduos consumidores de álcool. Não foi observado valor estatístico 
significativo para essas variáveis.  
Análise do Equilíbrio de Hardy-Weinberg  
As freqüências alélicas dos polimorfismos nos genes abordados neste estudo 
encontram-se na Tabela 22.  
Os resultados observados para as freqüências alélicas e genotípicas dos genes 
CYP1A1, CYP1A2/A, CYP1A2/B, CYP2E1, GSTM1 e GSTT1, em casos e controles, 
estão em equilíbrio de Hardy-Weinberg. As freqüências alélicas observadas não 
diferiram significativamente no teste Exato de Fisher. Pode-se concluir que a 
amostra estudada foi obtida de uma população em equilíbrio genético. 
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Tabela 22. Distribuição das freqüências alélicas dos genes CYP1A1, CYP1A2, 
CYP2E1, GSTM1 e GSTT1 na população estudada.  
Genes  
Alelos  
Casos  
Controles  
P  
CYP1A1  
CYP1A1*1A  
CYP1A1*2A  

0,84  
0,16  
0,86  
0,14  



P = 0.84; OR = 0.85  
IC: 0.4-1.9  
CYP1A2/A  
CYP1A2*1A  
CYP1A2*1C  
0,89  
0,11  

0,89  0,11  P = 1.18; OR = 1.0  IC: 0.4-2.4  

CYP1A2*1A  CYP1A2*1D  

0,67  

0,33  
0,68  

0,32  
P = 1.0; OR = 
0.95  

IC: 0.53-1.7  

CYP2E1*c1  CYP2E1*c2  
0,89  

0,11  
0,93  

0,07  
P = 0.46; OR = 
0.60  

IC: 0.22-1.6  

GSTM1*Positivo  GSTM1*Nulo  
0,48  

0,52  
0,49  

0,51  
P = 1.0; OR = 
0.96  

IC: 0.55-1.7  

GSTT1*Positivo  GSTT1*Nulo  
0,60  

0,40  
0,64  

0,36  
P = 0.66; OR = 
0.84  

IC: 0.48-1.5  

Identificação de classes 
genotípicas de risco – 
programa NeoGene Analysis  

A nomenclatura utilizada no 
programa NeoGene Analysis 
referente aos genes estudados foi: 
CYP1A1, CYP1A2(A e B) e 
CYP2E1, possuem genótipo 
selvagem (S: *1A/*1A; *1A/*1A 
e c1/c1, respectivamente), 
heterozigoto (H: CY1A1 -
*1A/*2A; CY1A2/A -*1A/*1C; 
CY1A2/B -*1A/*1D; CYP2E1 – 
c1/c2) ou mutado (M: CY1A1 -
*2A/*2A; CY1A2/A -*1C/*1C; 
CY1A2/B -*1D/*1D; CYP2E1 – 
c2/c2); o GSTM1 e o GSTT1 
possuem genótipo nulo (N) ou 
positivo (P). O NeoGene Analysis 
ainda calcula a freqüência das 
informações referentes aos dados 
genotípicos e epidemiológicos 
dos  

 
CYP1A2/B  



CYP2E1  
GSTM1  
GSTT1  
P significante: ≤ 0,05; OR = Odds ratio; IC: Intervalo de Confiança (95%) 
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pacientes: classes genotípicas em casos e 
controles, sexo, idade média, consumo de 
tabaco e álcool.  
As combinações genotípicas que 
mostraram diferenças estatisticamente 
significativas estão apresentadas na 
Tabela 23.  

Tabela 23. Combinações 
genotípicas que 
apresentaram valores 
significativos.  

Classes 
Genotípicas  
Casos  

Controles  
P/ OR  

Combinações 
2x2  

1 - CYP2E1 + 
GSTM1  

HN x 
SN  
12 x 49  

 
Combinações de genes  
5 x 62  
0.037/ 3.03  
Combinações 3X3  
2 - CYP1A2/B + CYP2E1 + GSTT1  
HHP x HSP  
10 x 27  
2 x 38  
0.008/ 7.03*  

3 - CYP2E1+ 
GSTM1+ 
GSTT1  

SNP x SPN  28 x 18  39 x 8  

4 - CYP2E1+ GSTM1+ GSTT1  

8 x 28  2 x 39  0.026/ 5.57*  
5 - CYP1A2/A + CYP2E1 + GSTM1 + GSTT1  

8 x 25  2 x 33  0.033/ 5.28*  6 - CYP1A1 + CYP2E1 + GSTM1 + GSTT1  

21 x 11  32 x 5  0.049/ 0.29  7 - CYP1A2/B + CYP2E1 + GSTM1 + GSTT1  

12 x 14  22 x 6  0.014/ 0.23  
8 - CYP1A1+ CYP1A2/B + CYP2E1 + GSTM1 + GSTT1  

7 x 7  18 x 3  0.028/ 0.16  9 - CYP1A1 + CYP1A2/B + CYP2E1 + GSTM1 + 
GSTT1  



4 x 7  0 x 18  0.013/ 22.2*  10 - CYP1A1 + CYP1A2/B + CYP2E1 + GSTM1+ 
/GSTT1  

7 x 12  18 x 9  0.044/ 0.29  11 - CYP1A2/A + CYP1A2/B + CYP2E1 + GSTM1 
+ GSTT1  

5 x 10  
0 x 18  
12 - CYP1A1+ 
CYP1A2/A + 
CYP1A2/B + 
CYP2E1 + 
GSTM1  

SSHHN x 
SSHSN  

6 x 10  2 x 21  

13 - CYP1A1 + 
CYP1A2/A + 
CYP1A2/B + 
CYP2E1 + 
GSTT1  

SSHHP x 
SSHSP  

7 x 16  2 x 24  

Combinações 6X6  14 - CYP1A1 + 
CYP1A2/A + 
CYP1A2/B + 
CYP2E1 + 
GSTM1 + 
GSTT1  

SSHHNP x SSHSNP  

0 x 17  0.012/ 24.2*  P significante: ≤ 0,05; OR = Odds ratio; S: 
selvagem; H: heterozigoto, M: mutado; N: 
nulo; P: positivo. * número amostral menor 
que três (baixo valor estatístico). Em 
vermelho destaca-se: o gene (combinações 
de genes) e seu respectivo genótipo (classes 
genotípicas) que está diferenciado quando 
comparada duas classes genotípicas.  

 
0.015/ 0.319  
HNP x SNP  
Combinações 4X4  
SHNP x SSNP  
SSNP x SSPN  
HSNP x HSPN  
Combinações 5X5  
SHSNP x SHSPN  
SHHNP x SHSNP  
SHSNP x SHSPP  
SHHNP x SHSNP  
0.012/ 19.3*  
0.037/ 6.3*  
0.045/ 5.2*  
4 x 6 
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Já a classe genotípica CYP2E1-
selvagem/GSTM1*nulo/GSTT1*positivo, mostrou-se como “classe 
protetora”, pois está mais presente em controles comparada aos casos 
(combinações 3, p=0.015; 6, p=0.049; 7, p=0.014; 8, p=0.028; 10, p=0.044).  

 
Apesar de não serem observadas diferenças significativas entre os polimorfismos quando 
avaliados isoladamente, na análise combinada houve destaque para alguns genótipos. O 
alelo CYP2E1*c2, quando combinado a outras classes genotípicas, parece conferir 
maior risco para o CCECP quando comparado ao homozigoto selvagem, como 
observado em todas as combinações em que este gene esteve incluído e que foram 
predominantes entre os casos (combinações 1, p=0.037; 2, p=0.08; 4, p=0.026; 5, 
p=0.033; 9, p=0.013; 11, p=0.012; 12, 0.037; 13, p=0.045; 14, p=0.012), apesar do valor 
amostral ser reduzido pois foi subdividido na formação de classes genotípicas.  
 
 
 

Olivieri, EHR Resumo Os carcinomas de células escamosas de cabeça e 
pescoço (CCECP) abrangem um grupo heterogêneo de doenças do trato 
aerodigestivo superior. Aproximadamente 95% dos tumores se iniciam nas células 
escamosas. Os principais fatores etiológicos relacionados ao CCECP incluem o 
consumo isolado do tabaco ou em combinação ao consumo de álcool. A maioria 
das substâncias presentes no tabaco é convertida em metabólitos reativos capazes 
de interagir com o DNA pela ação das enzimas do complexo citocromo P450 e 
detoxificadas pelas glutationas-S-transferases e N-acetil-transferases. Muitos 
desses genes apresentam polimorfismos que modulam a atividade enzimática, 
como a variação na ativação ou detoxificação de carcinógenos. O objetivo dessa 
investigação foi avaliar a relação genótipo/fenótipo e a suscetibilidade ao 
carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço (CCECP) e a relação entre as 
informações clínicas e alterações genéticas. O grupo amostral compreendeu 156 
pacientes portadores de CCECP e 145 indivíduos controles com ausência de 
neoplasia. A pesquisa das deleções dos genes GSTM1 e GSTT1 foi realizada pela 
PCR-multiplex e a genotipagem de SNPs (single nucleotide polymorphisms) dos 
genes CYP1A1, CYP1A2 e CYP2E1 foi realizada pela metodologia de PCR-RFLP. 
Foi observada uma diferença significativa entre casos e controles (P=0,001), 
quando comparado o consumo de tabaco e álcool, sugerindo que estes fatores são 
independentes do risco de desenvolvimento do CCECP. Quando foram 
considerados os parâmetros clínicos em relação aos cinco genes, foi observada uma 
associação entre o genótipo CYP1A1*2A e recorrência em tumores de cavidade oral 
(P=0,02), genótipo CYP2E1*c2 e tumores T3/T4 (P=0,009) e o genótipo GSTT1*nulo 
e a presença de metástases à distância (P=0,048). Os indivíduos portadores desses 
genótipos estariam realacionados a características de pior prognóstico. Esses 



achados fortalecem a hipótese de que a predisposição genética é um fator 
importante na progressão tumoral. A análise de agrupamento por classes pelo 
Programa Neogene Analysis revelou que o genótipo CYP2E1*c2 quando 
combinado a outros genes parece conferir um maior risco para o desenvolvimendo 
dos CCECP. Já a classe genotípica CYP2E1-selvagem/ 
GSTM1*nulo/GSTT1*positivo estaria relacionada a um baixo risco de 
desenvolvimento de CCECP.  
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Olivieri, EHR Abstract Head and neck squamous cell carcinomas 

(HNSCC) are a heterogeneous group of the aerodigestive tract illness. Around 95% 
of these neoplasms consists of squamous cell carcinomas. These tumors are 
causally associated with tobacco usage alone or in combination with alcohol 
comsuption. Most of the carcinogens present in tobacco smoke are converted into 
DNA-reactive metabolites by cytochrome P450 enzymes and detoxification of these 
metabolites is performed by glutathione S-transferases and N-acetyl-transferases in 
humans. Several genes of these groups display polymorphisms that could 
modulate enzymatic activities like carcinogens activation and detoxification. The 
purpose of the study was to correlate the genotype/phenotype and HNSCC 
development risk and the impact of the analysed clinical and genetical factors. The 
patients comprised 156 individuals with HNSCC and 145 without current or 
previous diagnosis of cancer. The GSTM1 and GSTT1 deletions were analysed by 
PCR-multiplex and the SNPs (single nucleotide polymorphisms) genotyping of the 
CYP1A1, CYP1A2 and CYP2E1 genes was performed by PCR-RFLP. The statistical 
analysis shows significant difference for tobacco and alcohol consumption between 



cases and controls (P=0.001), suggesting that these factors are independents risks to 
HNSCC. It was detected an association between the genotype CYP1A1*2A and 
tumor recorrence in oral carcinomas (P=0.02), genotype CYP2E1*c2 and T3/T4 
carcinomas (P=0.009) and genotype GSTT1*null and presence of metastases 
(P=0.048). These findings are compatible with the view that genetic predisposition 
is important in determining parameters related to tumor progression in head and 
neck cancer. In addition, it was observed that CYP2E1*c2 grouped to others genes 
could confer increased risk to HNSCC development and the genotype class 
CYP2E1*wild-type/GSTM1*null/GSTT1*positive represents low risk to HNSCC.  
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