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RESUMO 

O carcinoma epidermóide oral (CEO) é um sério problema de saúde pública, pois 

apresenta altas taxas de mortalidade e aumento crescente nas incidências em todo 

mundo. Estudos epidemiológicos indicam que a suscetibilidade ao CEO é mediada 

por fatores ambientais e genéticos. Os fatores ambientais incluem o tabagismo, 

etilismo e infecções por HPV. Dentre os fatores genéticos, observa-se que certas 

variantes gênicas podem conferir suscetibilidade à doença. Pesquisas sugerem que 

polimorfismos em genes que codificam enzimas envolvidas no metabolismo do folato 

podem modular o risco de CEO por alterar a metilação, síntese de DNA e 

estabilidade genômica. Dentre as variantes gênicas estão os polimorfismos C677T e 

A1298C no gene MTHFR que codifica a enzima Metilenotetrahidrofolato redutase e 

o polimorfismo CBS 844ins68 no gene CBS que codifica a enzima Cistationina beta-

sintetase. A atividade catalítica das enzimas codificadas por estas variantes 

encontra-se alterada, podendo influenciar na suscetibilidade ao câncer. Foram 

incluídos na pesquisa 101 casos e 102 controles para investigação da associação 

destes polimorfismos com o câncer oral. Para detecção dos polimorfismos foram 

utilizadas as técnicas de PCR e PCR-RFLP. Os cálculos estatísticos foram 

realizados através do software Epi Info® v3.4.3 (IC 95%). A análise de risco nos 

grupos caso/controle não demonstrou correlação entre os genótipos estudados e o 

câncer oral. O MTHFR C677T está relacionado com linfonodos negativos. A 

combinação dos genótipos CT+TT atua como fator protetor, revelando um risco de 

comprometimento de linfonodos três vezes menor comparado ao genótipo CC (p = 

0,012). O polimorfismo A1298C está relacionado com o grau de diferenciação 

tumoral. Combinados, os genótipos AC+CC foram mais frequentes nos tumores bem 

diferenciados (p = 0,007). Não houve associação estatisticamente significante entre 

o polimorfismo 844ins68 e as variáveis avaliadas. Concluímos que os polimorfismos 

analisados não influenciam na suscetibilidade ao câncer oral na população do ES, 

entretanto os polimorfismos MTHFR C677T e A1298C estão associados ao 

prognóstico, sugerindo que sejam úteis como marcadores de prognóstico para 

pacientes com CEO.  

Palavras-chave: Carcinoma epidermóide oral. MTHFR C677T. MTHFR A1298C. 

CBS 844ins68.  



  

ABSTRACT 

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is a serious public health problem due to high 

mortality and rising incidence worldwide. Epidemiological studies suggest that OSCC 

susceptibility is mediated by interactions between genetic and environmental factors. 

Environmental factors include smoking, alcohol use and HPV infections. Among 

genetic factors, it has been observed that certain genetic variants may confer 

susceptibility to this disease. Studies suggest that genetic variants encoding 

enzymes involved in folate metabolism may modulate OSCC risk by altering DNA 

methylation patterns and genomic stability. Polymorphisms C677T and A1298C in 

the MTHFR gene that encodes the  methylenetetrahydrofolate reductase enzyme 

and the CBS 844ins68 polymorphism in the CBS gene that encodes the 

Cystathionine beta-synthase enzyme may be associated with oral cancer 

susceptibility due to changes in catalytic activity. 

This study included 101 cases and 102 controls to investigate the association of 

these polymorphisms with OSCC. The genotypes were identified by PCR and PCR-

RFLP analysis in blood samples collected from all participants. Statistical calculations 

were performed using Epi Info® v3.4.3 (95% CI). According to risk analysis, no 

correlation was observed between the genotypes and OSCC. MTHFR C677T 

polymorphism was associated with negative lymph nodes. CT + TT genotypes 

worked as protective factors, revealing a risk of lymph node positivity three times 

lower than the CC genotype (p = 0.012). A1298C polymorphism was related to tumor 

differentiation. AC + CC genotypes were more frequently present in well-

differentiated tumors (p = 0.007). There was no statistically significant association 

between CBS844ins68 polymorphism and variables evaluated in our study. We 

concluded that the MTHFR C677T, MTHFR A1298C and CBS 844ins68 

polymorphisms is not associated with OSCC risk in the Espirito Santo State, Brazil, 

however MTHFR C677T and A1298C polymorphisms are associated with prognosis, 

suggesting that they may be useful prognostic markers for OSCC patients. 

Keywords: Oral squamous cell carcinoma. MTHFR C677T. MTHFR A1298C. CBS 

844ins68.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Carcinoma Epidermóide Oral (CEO) 

O carcinoma epidermóide de cabeça e pescoço, também conhecido por carcinoma 

espinocelular, ou carcinoma de células escamosas, está entre os cinco tipos de 

cânceres mais comuns no mundo e ocupa a sexta posição em mortalidade por 

câncer (DANIEL et al., 2006). Geralmente os pacientes são diagnosticados num 

estádio tardio, especialmente em países em desenvolvimento onde esse tipo de 

câncer é mais comum (RODRIGUES et al., 2010). Incluídos nesse grupo de 

neoplasias estão boca, faringe, cavidade nasal, laringe, e glândulas (COLOMBO e 

RAHAL, 2009). Excluindo-se o câncer de pele, o câncer na cavidade bucal pode ser 

considerado o mais comum da região de cabeça e pescoço (38%) (STEWART & 

KLEIHUES, 2003). A cavidade bucal está dividida em lábio e região intraoral (língua, 

mucosa jugal, assoalho, gengiva, área retromolar e palato duro) (INCA, 2001).  

Segundo Galbiatti et al. (2012), cerca de dois terços dos pacientes com câncer oral 

apresentam a doença em estágio avançado, geralmente envolvendo linfonodos 

regionais. Devido ao diagnóstico tardio, o carcinoma oral geralmente tem um mau 

prognóstico.  O tipo mais comum é o carcinoma epidermóide, e pode acometer 

qualquer parte da cavidade oral (LOURENÇO et al., 2006; PADILLA & RITTER, 

2008; SAILASREE et al., 2011; CHIU et al., 2013). Segundo Neville et al. (2002), o 

local mais comum de carcinoma intraoral é a língua, que representa cerca de 40% 

dos casos de câncer oral. 

Vários fatores são citados como preditores de um mau prognóstico, como a fase do 

tumor, o estado da margem cirúrgica, a extensão da metástase nodal, invasão 

perineural e infiltração linfática (FAN et al., 2007). 

 

1.2 Epidemiologia  

As taxas de incidência e mortalidade para carcinoma epidermóide oral variam entre 

países, e até mesmo entre estados. Tais diferenças se devem, principalmente, aos 
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hábitos, características socioeconômicas, expectativa de vida, fatores ambientais, 

raça, educação preventiva e qualidade de assistência médica (OLIVEIRA et al., 

2006; BRENER et al., 2007). 

Segundo a Sociedade Americana, mais de 34 mil americanos são diagnosticados 

com câncer oral a cada ano (PADILLA & RITTER et al., 2008). Na Índia, a alta 

incidência de câncer oral, segundo estudos realizados, está associada aos aspectos 

culturais, étnicos e a popularidade de hábitos viciantes, como o tabagismo 

(BYAKODI et al., 2012) 

No Brasil a estimativa de novos casos de câncer de boca para o ano de 2012 foi de 

14.170, sendo 9.990 para o sexo masculino e 4.180 para o sexo feminino. Esses 

valores correspondem a um risco estimado de 10 novos casos a cada 100 mil 

homens e quatro a cada 100 mil mulheres. Para o Espírito Santo, a estimativa foi de 

380 novos casos, sendo 50 para a capital. O número de mortes no país chegou a 

4.891 no ano de 2010, destes, 3.882 eram homens e 1.009 mulheres (INCA, 2012). 

O câncer oral é um problema de saúde pública devido às altas taxas de letalidade, e 

deve ser encarado como um problema prioritário devido às possibilidades de 

diagnóstico precoce (TEIXEIRA et al., 2009). 

 

1.3 Diagnóstico  

Clinicamente a lesão inicial pode se apresentar como uma alteração leucoplásica ou 

eritroleucoplásica (PEREZ-ORDEÑEZ et al., 2006). Conforme sua evolução ocorre 

crescimento exofítico ou endofítico de base endurecida e áreas de necrose.  O 

diagnóstico definitivo do câncer oral deve ser realizado através de exame 

anatomopatológico, pois pode ser confundido com outras doenças com 

manifestações bucais, como sífilis e tuberculose. Em casos avançados, em que haja 

suspeita de comprometimento ósseo subjacente, o exame radiográfico é 

esclarecedor (DANIEL et al., 2006).  

O diagnóstico por imagem é uma importante ferramenta no diagnóstico. A 

Tomografia computadorizada e a ressonância magnética são realizadas com 
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contraste para determinação da extensão do tumor primário, invasão, linfonodos 

regionais e metástase à distância (NEVILLE et al., 2002).  

O sistema de estadiamento clínico TNM permite avaliar as características 

fundamentais do carcinoma oral: extensão local, disseminação regional e metástase 

à distância (BRENER et al., 2007). Esse sistema foi desenvolvido pelo francês Pierre 

Denoix para classificação de tumores malignos, anos depois foi adotado pela União 

Internacional Contra o Câncer (UICC) com a finalidade de unificar a linguagem dos 

oncologistas. A classificação por esse sistema depende de três características: 

tamanho do tumor (T); acometimento dos linfonodos e sua extensão (N); e presença 

ou não de metástases distantes (M). Quanto maior a classificação do estadiamento, 

pior o prognóstico (MS, 2004).  Nos Quadros 1  e 2 estão representados o sistema 

de estadiamento e as categorias de estadiamento clínico TNM para CEO.  

 

Quadro 1 : Sistema de estadiamento TNM para CEO.  

TAMANHO DO TUMOR PRIMÁRIO - T 

TX O tumor primário não pode ser avaliado 

T0 Não há evidência de tumor primário 

Tis Carcinoma in situ 

T1 Tumor com 2 cm ou menos 

T2 Tumor com mais de 2 cm e até 4 cm 

T3 Tumor com mais de 4 cm 

T4 T4a (lábio) – Tumor que invade estruturas adjacentes: cortical óssea, nervo 

alveolar inferior, assoalho da boca ou pele da face (queixo ou nariz); 

T4a (cavidade oral) – Tumor que invade estruturas adjacentes: cortical óssea, 

músculos profundos/extrínsecos da língua, seios maxilares ou pele da face; 

T4b (lábio e cavidade oral) – Tumor que invade o espaço mastigador, lâminas 

pterigóides ou base do crânio ou envolve artéria carótida interna. 

ENVOLVIMENTO DE LINFONODO REGIONAL - N 

NX Os linfonodos regionais não podem ser avaliados 

N0 Ausência de metástase em linfonodos regionais 
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N1 Metástase em um único linfonodo homolateral, com 3 cm ou menos 

N2 Metástase em um único linfonodo homolateral, com mais de 3 cm e até 6 cm, ou 

em linfonodos homolaterais múltiplos, nenhum deles com mais de 6 cm; ou em 

linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhum deles com mais de 6 cm. 

N2a – Metástase em um único linfonodo homolateral, com mais de 3 cm e até 6 

cm; 

N2b – Metástase em linfonodos homolaterais múltiplos, nenhum deles com mais 

de 6 cm; 

N2c – Metástase em linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhum deles com 

mais de 6 cm. 

N3 Metástase em linfonodo com mais de 6 cm 

ENVOLVIMENTO POR METÁSTASES DISTANTES - M 

MX A presença de metástase a distância não pode ser avaliada 

M0 Ausência de metástase à distância 

M1 Metástase à distância 

Fonte: MS, 2004. 

 

Quadro 2 : Categorias de estadiamento clínico TNM para CEO. 

ESTÁDIO CLASSIFICAÇÃO TNM 

0 Tis N0 M0 

I T1 N0 M0 

II T2 N0 M0 

III T1 ou T2 N1 M0 

T3 N0 ou N1 M0 

IV IVA– T1, T2, T3 N2 M0 ou T4a N0, N1, N2M0 

IVB– Qualquer T N3 M0 ou T4b com qualquer N M0 

IVC– Qualquer T com qualquer N M1 

Fonte: MS, 2004. 
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Quanto à classificação de gradação histopatológica a Organização Mundial de 

Saúde (OMS) estabelece: i) Pouco diferenciados – predomínio de células imaturas; 

numerosas mitoses típicas e atípicas; mínima ceratinização. ii) Moderadamente 

diferenciados – certo grau de pleomorfismo nuclear e atividade mitótica; pouca 

ceratinização. iii) Bem diferenciados – aspecto tecidual semelhante ao padrão 

normal do epitélio escamoso (LOURENÇO et al., 2007).  

 

 

1.4 Fatores de risco e suscetibilidade genética 

A maior incidência de câncer oral é observada em indivíduos acima dos 40 anos de 

idade, e os fatores de risco mais conhecidos são o uso de tabaco e álcool. De 

acordo com a Organização Mundial de Saúde, cerca de 90% dos pacientes 

diagnosticados são fumantes. O cigarro representa o maior risco para o 

desenvolvimento dessa doença, e o risco varia de acordo com o consumo. Quando 

associado ao consumo regular de bebidas alcoólicas esse risco aumenta (INCA, 

2012). Os resultados do estudo realizado por Zhang et al. (2000), sugerem que 

mesmo fumantes passivos tem um risco aumentado para o carcinoma epidermóide 

de cabeça e pescoço.   

Conforme descrito por Pai & Westra (2008), exposição à carcinógenos, dieta com 

baixos padrões nutricionais, má higiene oral, agentes infecciosos, história familiar e 

serviço médico deficiente, individualmente ou em conjunto, tem relação com o 

desenvolvimento do câncer epidermóide de cabeça e pescoço. 

A maior parte dos casos de câncer oral está associada ao consumo de tabaco 

(fumo, mastigação ou rapé), consumo de álcool em excesso, ou infectados com 

determinados tipos de papilomavírus humano (HPV). Mas também se desenvolve 

em indivíduos sem nenhum fator de risco conhecido (PADILLA & RITTER, 2008; 

BHATNAGAR et al., 2012). 

No cigarro são encontradas cerca de 50 substâncias carcinogênicas. Já o consumo 

frequente de bebida alcoólica impede que as células epiteliais formem a barreira de 

proteção contra agentes externos, permitindo assim a entrada facilitada dos agentes 
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carcinógenos presentes no cigarro, que irão formar adutos de DNA que não são 

reconhecidos durante o processo de replicação podendo causar mutações e câncer 

(GALBIATTI et al., 2012). O álcool potencializa os efeitos do tabagismo devido a sua 

propriedade química solvente, aumentando e prolongando a exposição da mucosa 

oral aos agentes cancerígenos presentes no tabaco (PAI & WESTRA, 2008; 

HASHIBE et al., 2007).    

Um mecanismo possível pelo qual o consumo de álcool pode influenciar o risco de 

câncer oral é o acúmulo de acetaldeído – metabólito intermediário e potencial 

carcinógeno humano – durante a metabolização do etanol em alguns indivíduos. O 

acetaldeído se acumula intracelularmente, exercendo seus efeitos sobre o DNA 

epitelial (OGDEN & WIGHT, 1998).  

O consumo de bebidas alcoólicas, tanto diretamente quanto associado à deficiência 

de folato, pode interferir na metilação do DNA reduzindo a síntese de S-

adenosilmetionina (SAM), reduzindo a atividade da metionina sintetase (MS), 

diminuindo os níveis de glutationa e inibindo a atividade da DNA metilase. Tais 

reações são importantes para a regulação epigenética da expressão do gene, 

manutenção da integridade do DNA e estabilidade cromossômica, que estão 

implicados no desenvolvimento de câncer (HAMID, WANI e KAUR, 2009). 

Há também evidências de que hábitos alimentares com baixos padrões nutricionais 

podem ser fatores coadjuvantes na etiologia do câncer oral. Uma dieta saudável, 

rica em cereais integrais, frutas e vegetais pode estar associada à redução do risco 

(NEVILLE et al., 2002; TEIXEIRA et al., 2009). A deficiência de folato, nutriente 

presente em frutas e vegetais, está associada ao aumento do risco de vários tipos 

de câncer, entre eles, o câncer de cabeça e pescoço (GALBIATTI et al., 2012).  

Os folatos são membros das vitaminas do complexo B, necessárias para a síntese 

de nucleotídeos e metilação (BALAMURUGAN e SAID, 2006). As reações de 

transferência de carbono necessárias para esses processos dependem da 

manutenção da homeostase intracelular de folato (BALAMURUGAN e SAID, 2003). 

Como os mamíferos são incapazes de sintetizar o folato, os requisitos devem ser 

supridos através de fontes nutricionais (HAMID, WANI e KAUR, 2009). O ácido fólico 

é a forma mais estável de folato, e necessita ser reduzido in vivo em dihidrofolato e 

tetrahidofolato (BALUZ et al., 2002). As diferentes formas de folato são essenciais 
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para a síntese de purinas, remetilação da metionina (para o metabolismo de SAM) e 

síntese de timidilato, os quais desempenham papéis importantes na estabilidade do 

DNA genômico (ROSATI et al., 2012) 

O consumo excessivo de álcool pode também resultar em deficiências nutricionais 

devido às falhas na absorção intestinal e alterar vias metabólicas importantes, como 

o metabolismo do folato; consequentemente a metilação de genes com um potencial 

papel na carcinogênese pode ser comprometida (BOFFETTA et al., 2006). A 

metilação do DNA é um importante marcador epigenético na expressão do gene, na 

manutenção da integridade e estabilidade do DNA, em alterações cromossômicas e 

no desenvolvimento de mutações (HAMID, WANI e KAUR, 2009). A deficiência de 

folato pode levar a alterações na metilação do DNA, que podem resultar em 

superexpressão de protoncogenes e inibição de genes supressores de tumor, 

aumentando assim o risco para desenvolvimento de cânceres (HIYAMA et al., 2007; 

PEREZ-ORDEÑEZ et al., 2006). Pode também impedir o reparo por excisão de 

bases, o que contribui para o acúmulo de danos ao DNA (ROSATI et al., 2012)  

Segundo Sailasree et al. (2011),  o tabagismo e o etilismo são fatores de risco bem 

estabelecidos para o câncer oral, portanto apenas uma fração de fumantes e etilistas 

desenvolvem o câncer. Isto sugere que a etiologia do câncer oral está relacionada à 

suscetibilidade genética e interações entre fatores genéticos e ambientais 

(STURGIS & WEI, 2002; CHU et al., 2012). 

Além dos fatores de risco exógenos, a suscetibilidade genética também é relatada 

como um fator de predisposição ao carcinoma epidermóide de cabeça e pescoço 

(LEEMANS et al., 2011). Segundo Perez-Ordeñez et al. (2006), tem-se observado 

um aumento na incidência de casos de carcinoma epidermóide de cabeça e pescoço 

entre mulheres e jovens sem fatores de risco conhecidos, sendo a maior frequência 

na cavidade oral e hipofaringe. 

Alterações nas etapas do processo de reparo do DNA podem desempenhar um 

importante papel na carcinogênese ambiental, e a extensão dessas alterações 

podem ser responsáveis pela suscetibilidade ou resistência a agentes mutagênicos 

ambientais (ZHANG et al., 2000). 
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Os cromossomos homólogos são bastante similares entre si, porém em 

determinadas localizações do cromossomo (loci) pode haver variabilidade na 

sequência do DNA. Se uma variação é encontrada em uma frequência superior a 

1% dentro de uma população, ela é considerada um polimorfismo (ROCHA et al., 

2007). Indivíduos portadores de variantes genéticas de genes específicos que 

codificam enzimas envolvidas na quebra de agentes carcinogênicos, ou na 

codificação de proteínas de reparo do DNA, apresentam risco de desenvolvimento 

de câncer (FELLER & LEMMER, 2012).  

Conforme descrito por Pai & Westra (2008), o risco pode estar relacionado a uma 

complexa interação entre exposição, ativação, desintoxicação e reparo do dano ao 

DNA. O conhecimento do perfil genético molecular permite uma resolução mais 

apurada do carcinoma epidermóide de cabeça e pescoço com relação aos fatores 

de risco, patogênese e comportamento clínico (PAI & WESTRA, 2008).  

 

 
1.5 Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) 

 
 
Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) é uma enzima envolvida no metabolismo 

do ácido fólico e grupos metil (HOSSEINI-ASL et al, 2013). O gene MTHFR está 

localizado no cromossomo 1p36 (SAILASREE et al; 2011). A coenzima 

tetrahidrofolato (THF) é convertida para 5,10-metilenotetrahidrofolato (5,10-

metilTHF) e reduzida para 5-metiltetrahidrofolato (5-metilTHF) que participa da 

regeneração de metionina a partir de homocisteína, e está envolvida na síntese de 

nucleotídeos e metilação do DNA (YANG et al., 2005; WU et al., 2009; CRIDER et 

al., 2012; HOSSEINI-ASL et al, 2013). Sob condições dietéticas normais o folato 

absorvido é metabolizado no intestino e/ou no fígado (CRIDER et al., 2012). Os 

processos metabólicos dependentes de ácido fólico são influenciados pela ingestão 

de folato, vitamina B12 e B6 e também por polimorfismos na enzima MTHFR 

(BALUZ et al., 2002). 

De acordo com a concentração SAM ocorrerá ativação ou inibição da MTHFR, que 

determinará se o folato intracelular será quimicamente reduzido e então utilizado 

para as vias de metilação ou mantido na forma não metilada para a síntese de 



  18

nucleotídeos (BALUZ et al., 2002). Esses processos, bem como as enzimas 

envolvidas no metabolismo do ácido fólico, estão representados na Figura 1.   

 

 

Figura 1 : Metabolismo do ácido fólico. Processo de utilização do folato/ácido fólico para metilação do 
DNA e síntese de nucleotídeos. Fonte: CRIDER et al., 2012. 

 

De acordo com Baluz et al. (2002) polimorfismos no gene MTHFR estão associados 

com o declínio dos níveis de folato reduzido (5-metilenotetrahidrofolato), o que pode 

conferir alterações na metilação do DNA e suscetibilidade ao câncer.  

Conforme descrito por Linhart et al. (2009), existem três mecanismos pelos quais as 

alterações no metabolismo do folato podem contribuir com a carcinogênese:  

hipometilação do DNA e subsequente ativação de protoncogenes; erro de 

incorporação da uracila durante a síntese de DNA, que leva a instabilidade 

genômica; e aumento na desaminação de citosina nos sítios de metilação do DNA.   
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1.6 Cistationina β-sintetase (CBS) 

 

A enzima CBS (Cistationina β-sintetase), também está envolvida no metabolismo do 

folato (GALBIATTI et al., 2012). O gene CBS está localizado no cromossomo 

21q22.3 (DUTTA et al., 2005). Esta enzima possui um papel crucial na condensação 

de serina e homocisteína para formar cistationina, e participa da via de 

transulfuração de homocisteína, produzida durante o metabolismo de grupos metil 

(DUTTA et al., 2005). A deficiência enzimática provoca o aumento dos níveis 

plasmáticos de metionina e diminuição dos níveis de cisteína (ZHAO et al., 2012), 

levando a duas principais condições clínicas – hiperhomocisteinemia e 

homocistinúria (FRANCO et al., 1998; WU & LU, 2012),  que estão correlacionados 

com várias doenças, dentre elas, doenças cardiovasculares e câncer (ZHAO et al., 

2012; YAMASAKI-YASHIKI et al., 2012).  

Em casos de hiperhomocisteinemia, como mecanismo de regulação a partir da via 

de transulfuração a homocisteína será convertida em cistationina, posteriormente em 

α cetoglutarato e cisteína, reação que requer a CBS dependente de piridoxal fosfato 

(B6) (BALUZ et al, 2002). A via de transulfuração é um mecanismo bioquímico que 

liga o metabolismo de metionina para a biossíntese de moléculas redox, como 

cisteína, glutationa e taurina. Deficiências nessa via induzem a produção de 

espécies reativas de oxigênio e halógenos; acúmulo de homocisteína; e respostas 

inflamatórias, contribuindo para doenças como aterosclerose e o desenvolvimento 

de tumor (ROSADO, SALVADOR e BONATTO, 2007).  

A perda de expressão de CBS pode levar ao acúmulo de homocisteína (ZHAO et al., 

2012), um produto da hidrólise intracelular de SAM (FRISO et al., 2005), que será 

reciclado para metionina na via de remetilação; a metionina age como doador de 

grupo metil para metilação do DNA, portanto a perda de expressão do gene 

resultará em descontrole da metilação. Deste modo a supressão de CBS por 

metilação do promotor pode interferir no metabolismo de grupos metil contribuindo 

para o desenvolvimento de câncer através do aumento de danos ao DNA por 

estresse oxidativo, prejudicando a capacidade antioxidante e desregulando a 

metilação do DNA (ZHAO et al., 2012).  
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1.7 Polimorfismos MTHFR C677T, MTHFR A1298C e CBS 8 44ins68  

 

Estudos apontam uma conexão entre suscetibilidade ao câncer oral e polimorfismos 

no gene MTHFR (SUPIC et al., 2011). Os polimorfismos C677T e A1298C estão 

relacionados à redução da atividade enzimática de MTHFR, e estão associados com 

o risco de desenvolvimento do câncer oral e também com pior prognóstico do 

paciente (MATTIA & TOFFOLI, 2008; SAILASREE et al., 2011).  

No polimorfismo C677T – exon 4, códon 222 - uma troca de C para T no nucleotídeo 

677 no gene MTHFR resulta na substituição de alanina por valina (SAILASREE et al; 

2011) dentro do domínio catalítico N-terminal  (SHRUBSOLE et al., 2004). Essa 

variação genética resulta na redução da atividade enzimática de MTHFR para 

formação de 5-metilTHF (CRIDER et al., 2012).  

Segundo estudos realizados, indivíduos homozigotos (677TT) têm aproximadamente 

30% de atividade da enzima, e heterozigotos (677CT) 65% (YANG et al., 2005; 

NEUMANN et al., 2005; SAILASREE et al; 2011). A redução da capacidade 

enzimática resulta no acúmulo de homocisteína no sangue e na urina, podendo levar 

ao desenvolvimento de retardo mental e doenças vasculares; o risco de câncer 

associado com polimorfismos neste gene pode ser modulado pela ingestão de folato 

(HAMID, WANI e KAUR, 2009). 

Este polimorfismo tem sido associado ao risco aumentado para vários tipos de 

câncer, como o câncer de endométrio, de mama, de ovário, de esôfago, gástrico, e 

redução do risco para outros, como leucemia e câncer colorretal (HAMID, WANI e 

KAUR, 2009). 

Segundo Tsai et al. (2011), a associação entre tabagismo e o genótipo C677T afeta 

significativamente a suscetibilidade ao câncer oral. Solomon et al. (2008), confirmou 

em seu estudo a associação do polimorfismo C677T com o risco aumentado para o 

câncer epidermóide de cabeça e pescoço. O genótipo 677TT combinado com a 

ingestão de grandes quantidades de álcool tem sido associado com o aumento do 

risco de câncer oral (SOLOMON et al., 2008; SUPIC et al., 2011). Segundo Zhuo et 
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al. (2012), a associação de homozigotos 677TT com o etilismo  apresentou 

suscetibilidade elevada para CEO.  

A associação do polimorfismo C677T com a ingestão de folato foi previamente 

estabelecida para vários tipos de câncer. Boccia et al. (2012) aponta que a ingestão 

inadequada de ácido fólico pode aumentar a suscetibilidade para o câncer 

epidermóide de cabeça e pescoço. Seus resultados sugerem que o genótipo TT 

associado à baixa ingestão de ácido fólico aumenta o risco de desenvolvimento da 

doença.  Segundo Suzuki et al. (2007), indivíduos 677TT com ingestão adequada de 

ácido fólico apresentaram risco reduzido, embora não significante estatisticamente, 

para esse tipo de câncer. 

No polimorfismo A1298C – exon 7, códon 429 - ocorre uma transição de A para C na 

posição 1298, resultando na substituição de glutamato por alanina (PUT et al., 1998; 

NEUMANN et al., 2005) no domínio regulatório C-terminal (SHRUBSOLE et al., 

2004). Neste polimorfismo a redução da atividade enzimática é menos severa, 

comparada ao polimorfismo C677T (MATTIA & TOFFOLI, 2008). Portadores do 

genótipo 1298CC (homozigotos) apresentam redução moderada da atividade da 

enzima (30-40%) (SAILASREE et al., 2011).  No entanto, Friso et al. (2005) 

observou que A1298C, isoladamente, não prejudica a função de MTHFR de forma 

significativa suficiente para alterar o caminho de remetilação da homocisteína e os 

processos metilação. A literatura sugere que o polimorfismo C677T está localizado 

na base de ligação do cofator MTHFR, deste modo a atividade da enzima é mais 

prejudicada com relação ao polimorfismo A1298C (FRISO et al., 2005). 

Esse polimorfismo foi relatado em estudos anteriores como preditor para carcinoma 

epidermóide de esôfago, linfoma maligno e leucemia aguda (CAO et al., 2010). 

Neumann et al. (2005) evidenciou redução do risco para câncer epidermóide de 

cabeça e pescoço em portadores do genótipo 1298CC. Os resultados de Zhuo et al. 

(2012) também mostram que esse genótipo possui papel preventivo para o câncer 

oral. Segundo Sailasree et al. (2011), A1298C pode ser um biomarcador útil para 

determinar a sobrevida de pacientes com câncer oral. 

O polimorfismo CBS 844ins68 - exon 8 - apresenta uma inserção de 68 pares de 

bases no nucleotídeo 844 (GALBIATTI et al., 2010). Embora essa inserção não 
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resulte em alterações aparentes da atividade enzimática, as informações do mRNA 

fornecem evidências de que o alelo transportando a inserção é fracamente transcrito 

(FRANCO et al., 1998).   

Segundo Galbiatti et al. (2010), esse polimorfismo está associado a alterações na 

metilação do DNA e o desenvolvimento de câncer. Zhao et al. (2012), evidenciou 

que em tumores gastrointestinais o gene CBS atua como supressor tumoral devido a 

sua hipermetilação. Em pacientes com câncer de cavidade oral, o polimorfismo 

844ins68 foi associado com tumor primário e menor sobrevida (GALBIATTI et al., 

2010).  

Vários trabalhos mostram a relação do polimorfismo 844ins68 com outras doenças, 

como Dutta et al. (2005) que encontrou relação desse polimorfismo com retardo 

mental; associação com esquizofrenia (GOLIMBET et al., 2009) e em pacientes com 

anemia falciforme os resultados de Jacob, Bastos e Bonini-Domingos (2011) 

apontam que a inserção de 68pb está relacionada com eventos vasoclusivos.  

 

1.8 Frequências dos genótipos nas populações 

 

Neumann et al. (2005), realizou um estudo dos polimorfismos C677T e A1298C no 

Texas envolvendo 537 casos e 545 controles. Os genótipos CT e TT estavam 

presentes em 45,5% e 6,5% dos casos; 39,6% e 9,4% dos controles; para os 

genótipos AC e CC as frequências observadas foram, 37% e 1,9%; 44% e 5,7% 

para casos e controles.  

Na cidade de Belgrado – Sérvia, Supic et al. (2011), analisou 96 casos de câncer 

oral e 161 controles. Para o polimorfismo C677T a frequência dos genótipos CT e TT 

nos casos analisados foram de 33% e 15%; nos controles a frequência foi de 41% e 

10%.  

Um estudo realizado no Paquistão incluindo 872 indivíduos saudáveis analisou a 

frequência genotípica dos polimorfismos C677T, A1298C e CBS. Os resultados para 

os genótipos CT e TT foram 26,1% e 2,5%; para os genótipos AC e CC foram 48,7% 
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e 30,5%; e 13,2% e 0,34% para heterozigotos e homozigotos CBS, respectivamente 

(YAKUB et al., 2012).  

Em uma pesquisa realizada na Índia envolvendo 130 casos e 139 controles, foi 

analisada a frequência dos polimorfismos C677T e A1298C. A frequência dos 

genótipos CT e TT foram 21,2% e 0,7%; 7,9% e 1,0%. Os genótipos AC e CC 

apresentaram 56,9% e 14,6%; 42,4 e 24,5% para casos e controles (SAILASREE et 

al., 2011). 

Vairaktaris et al. (2006), encontrou entre gregos e alemães as frequências de 69,1% 

677CT e 5,5% 677TT nos casos e 54,2% 677CT e 8,3%6 77TT nos controles, 

analisando um total de 220 indivíduos.  

No Japão foram analisados 237 casos e 711 controles para os polimorfismos C677T 

e A1298C. Os genótipos CT e TT apresentaram frequências de 47,7% e 15,2% nos 

casos, e 46,6% e 18% nos controles; as frequências observadas para os genótipos 

AC e CC nos casos foram 33,3% e 3,4% e nos controles 31,2% e 4,4% (SUZUKI et 

al., 2007). 

Numa análise envolvendo 200 brasileiros (100 casos e 100 controles), Rodrigues et 

al. (2010) encontrou as frequências de 43% e 13% (casos) e 40% e 14% (controles) 

para o polimorfismo C677T.  

Também no Brasil, um estudo realizado por Galbiatti et al. (2010) na cidade de São 

Paulo, entre 322 casos e 531 controles para o polimorfismo CBS foram detectados 

17,5% heterozigotos e 2,5% homozigotos no grupo caso, e 14,6% heterozigotos e 

2,0% homozigotos no grupo controle. 

Diante das altas taxas de incidência de câncer oral na população brasileira 

apontados pelo INCA, e da possibilidade de utilizar esses polimorfismos como 

biomarcadores, essa pesquisa foi realizada a fim de contribuir com a saúde pública 

capixaba.  
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivos Gerais 

Investigar a associação dos polimorfismos MTHFR C677T (rs1801133), MTHFR 

A1298C (rs1801131) e CBS 844ins68 com o carcinoma epidermóide oral. 

 

2.2 Objetivos específicos 

• Avaliar as frequências genotípicas e alélicas dos três polimorfismos na 

população do Espírito Santo; 

• Analisar a associação do tipo caso-controle, objetivando identificar 

marcadores genéticos correlacionados com o CEO; 

• Avaliar a associação dos polimorfismos estudados com parâmetros 

clinicopatológicos; 

• Comparar as frequências genotípicas e alélicas observadas com as descritas 

na literatura, visando contribuir para um melhor conhecimento da estrutura 

populacional do Espírito Santo.   
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3. METODOLOGIA 

3.1 Casuística 

Foram incluídos neste estudo casos de carcinoma epidermóide oral atendidos no 

Programa de Prevenção e Detecção Precoce do Câncer de Boca do Hospital Santa 

Rita de Cássia – ES. Como grupo controle, indivíduos voluntários sem câncer.  

Esse trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Centro Integrado 

de Atenção à Saúde (CIAS), registrado sob o número 318/2011 e CCS-UFES 

número 036/10 (Anexo 1 ). O consentimento informado foi obtido, de acordo com a 

Resolução do Conselho Nacional de Saúde nº196, de 10 de outubro de 1996.  

Os participantes foram submetidos a uma entrevista através de questionário 

específico; a autorização para a pesquisa foi obtida através do Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2 ). 

 

3.2 Análise molecular 

 

3.2.1 Amostras 

 

Os casos foram selecionados seguindo os critérios de inclusão: indivíduos de ambos 

os gêneros, grupos étnicos ou faixa etária, com diagnóstico clínico de carcinoma 

epidermóide da cavidade oral, que ainda não haviam iniciado tratamentos 

antineoplásicos de quimioterapia/radioterapia, ou cirurgias prévias, cujo tratamento 

inicial foi terapia cirúrgica. No total foram incluídos 101 pacientes. Como grupo 

controle foram selecionados 102 indivíduos sem câncer, sendo pareado com cada 

caso por sexo e idade (com até cinco anos para mais ou para menos).  

As amostras foram obtidas no período de setembro de 2011 a janeiro de 2013 

através de raspagem da face interna das bochechas com escovas citológicas 

estéreis através de fricção por aproximadamente 30 segundos e acondicionadas em 
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microtubo contendo 200µl de TES (10mM Tris-HCl, pH7,6; 1mM EDTA e 0,6% de 

dodecil sulfato de sódio); ou coleta de 5mL de sangue periférico em tubo com 

anticoagulante EDTA. Todo o material coletado foi mantido em refrigerador à 

temperatura de 2 a 8° C.  

 

3.2.2 Extração do DNA  

 

A extração de DNA foi realizada conforme protocolo caseiro utilizando PC9 (Phenol 

Chloroform pH9). O DNA proveniente de sangue periférico foi ressuspendido em 

70µL de LoTE (Low Tris-EDTA), e em 20µL para DNA de células da mucosa bucal. 

 

 

3.2.3 Genotipagem  

Para a detecção dos polimorfismos no gene MTHFR foi utilizada a técnica PCR-

RFLP (Polimerase Chain Reaction - Restriction Fragment Lengh Polimorphism). 

Inicialmente o DNA é submetido à técnica de PCR, permitindo a amplificação do 

número de fragmentos da região de interesse que contém o códon onde se 

localizam os referidos polimorfismos. Posteriormente os produtos amplificados são 

submetidos à clivagem com a enzima de restrição específica.  

No polimorfismo C677T, a substituição de C�T no nucleotídeo 677 cria um sítio de 

restrição HinfI. O produto de PCR (198pb) com o alelo T é digerido em dois 

fragmentos (175 e 23pb), enquanto o produto com alelo selvagem (C) não é digerido 

(Figura 2 ).  
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No polimorfismo A1298C, a substituição de A�C no nucleotídeo 1298 elimina um 

sítio de restrição MbOII. O produto de PCR (163pb) com o alelo A (selvagem) é 

digerido em cinco fragmentos (56, 31, 30, 28 e 18pb), enquanto o produto com alelo 

C (variante) apresenta quatro fragmentos digeridos (84, 31, 30 e 18pb) (Figura 3 ).  

 

 

125pb 

 

175pb 

 

198pb 

Figura 2 : Gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata. 
Polimorfismo MTHFR C677T. 1: Ladder; 2: Produto de PCR; 3: 
Homozigoto selvagem; 4: Heterozigoto; 5: Homozigoto variante. A banda 
de 23pb não é visualizada neste gel.  

 

1 2 3 4 5 
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A detecção do polimorfismo no gene CBS foi realizada utilizando-se apenas a 

técnica de PCR simples, que permite a verificação da presença ou ausência do 

polimorfismo. Na análise observa-se uma banda de 171pb (alelo selvagem), 

enquanto no alelo variante, que possui uma inserção de 68pb, evidencia-se uma 

banda de 239pb (Figura 4 ).  

 

125pb 

 

56pb 

 

84pb 

Figura 3 : Gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata. 
Polimorfismo MTHFR A1298C. 1: Ladder; 2: Produto de PCR; 3: 
Homozigoto variante; 4: Homozigoto selvagem; 5: Heterozigoto. As 
bandas de 18, 28, 30 e 31pb não são visualizadas neste gel.  

 

1 2 3 4 5 

 

163pb 
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As sequências dos oligonucleotídeos iniciadores (primers), as temperaturas de 

anelamento, as enzimas de restrição e os produtos gerados pós digestão enzimática 

encontram-se no Quadro 3 .  

 

Quadro 3 : Sequências dos primers, temperatura de anelamento (TA) da PCR, enzima de restrição 
utilizada e produtos gerados pós digestão para cada polimorfismo avaliado. 

 
Gene 

 
Primer 5’ – 3’ 

TA 
(°C) 

Enzima 
de 

restrição 

 
Produtos gerados (pb) 

 
Ref. 

 
 
 
 
 
MTHFR 
 
 

 

F 5′ TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA 3′ 

R 5′ AGGACGGTGCGGTGAGAGTG 3′ 

 

F 5’ CTTTGGGGAGCTGAAGGACTACTAC 3’ 

R 5’ CACTTTGTGACCATTCCGGTTTG 3’ 

 

 

65 

 

59 

 

 

Hinf I 
 

 

 
MbOII 

 

 
 

Alelo normal: 198 pb 
Alelo variante: 175 + 23pb 

 
 
 

Alelo normal: 56+31+30+28+18 pb 
Alelo variante: 84+31+30+18 pb 

 

Shrubsole et 
al., 2004. 

 
 
 
 

Put et al., 

1998. 

 
 
CBS 

 

F 5' GTTGTTAACGGCGGTATTGG 3' 

R 5' GTTGTCTGCTCCGTCTGGTT 3' 

 

56 

 

----- 

 
Alelo normal: 171 pb 
Alelo variante: 239 pb 

 
Dutta et al., 
2005. 

 

125pb 

 

171pb 

Figura 4 : Gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata. 
Polimorfismo CBS 844ins68. 1: Ladder; 2: Heterozigoto; 3: Homozigoto 
selvagem. 

1 2 3 

 

239pb 
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Os fragmentos obtidos foram submetidos à eletroforese vertical em gel de 

poliacrilamida 8%, corado com solução de nitrato de prata (0,1%), para visualização 

e análise dos resultados.  

 

3.3 Análise estatística   

 

As frequências genotípicas foram testadas para o Equilíbrio de Hardy-Weinberg 

(HWE). Foram utilizados para análise de diferença populacional o teste qui-quadrado 

e o teste de Fischer, a confirmação foi obtida pelo teste de Lilliefors (considerado 

significante quando p < 0.05).  A regressão logística multivariada foi utilizada para 

obter o odds ratio (OR) e intervalos de confiança (IC 95%). Os cálculos estatísticos 

foram realizados através do software Epi Info® v3.4.3.  

 

4. RESULTADOS  

4.1 Descrição das populações do estudo: 

 

Foram incluídos neste estudo 203 indivíduos (101 casos e 102 controles), a média 

de idade dos casos foi de 58.0 anos e de 55.9 anos nos controles (mediana = 56.0 e 

55.0 anos respectivamente), sendo 40 do sexo feminino (20 casos e 20 controles) e 

163 do sexo masculino (81 casos e 82 controles). No grupo casos a prevalência do 

sexo masculino foi de 80,2% e destes 82,7% eram tabagistas e 66,7% etilistas. No 

sexo feminino 35% eram tabagistas e 60% etilistas. No total 74 (73,3%) indivíduos 

informaram ser tabagistas e 69 (68,3%) etilistas; dos 101 pacientes, 59 alegaram os 

dois hábitos associados e 18 informaram nunca ter fumado ou ingerido bebida 

alcoólica. A população controle foi pareada ao grupo de pacientes nas 

características sexo e idade, como os dados sobre tabagismo e etilismo nos 

controles eram parciais essas características não foram incluídas na análise. A 

análise das características demográficas não apresentou diferença estatística 

significante entre casos e controles (Tabela 1 ). 
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Tabela 1: Análise de risco para sexo e idade nos grupos caso/controle. 

ANÁLISE DE RISCO 

Total   Caso Controle Características demográficas  

n (%)  n (%) n (%) 
p 

Gênero         

Feminino 40 19,7  20 19,8 20 19,6 0.972 

Masculino 163 80,3  81 80,2 82 80,4  

Faixa etária, anos         

≤ 55 103 50,7  47 46,5 56 54,9 0.233 

> 55 100 49,3  54 53,5 46 45,1  

Total 203 100,0   101 49,8 102 50,2   

 

 

4.2  Análise das frequências genotípicas e alélicas  dos casos e controles 

estudados: 

 

Na análise do polimorfismo MTHFR C677T foram detectados dentre os casos 50 

(49,5%) homozigoto selvagem (CC), 45 (44,6%) heterozigoto (CT) e seis (5,9%) 

homozigoto variante (TT); dentre os controles, 50 CC (49,0%), 41 CT (40,2%) e 11 

TT (10,8%). Para o polimorfismo MTHFR A1298C foram detectados 60 (59,4%) 

homozigoto selvagem (AA), 36 (35,6%) heterozigoto (AC) e cinco (5,0%) homozigoto 

variante (CC), dentre os caos; e 53 AA (52,0%), 44 AC (43,1%) e 5 CC (4,9%), 

dentre os controles. No polimorfismo CBS 844ins68 foram evidenciados nos casos, 

76 (75,2%) homozigoto selvagem (WT/WT), 24 (23,8%) heterozigoto (WT/ins) e um 

(1,0%) homozigoto variante (ins/ins); e nos controles, 87 WT/WT (85,3%), 14 WT/ins 

(13,7%) e um ins/ins (1,0%) (Tabela 2 ). 
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Tabela 2: Frequência genotípica dos polimorfismos C677T, A1298C e 844ins68. 

Frequência genotípica 

Homoz selvagem Heterozigoto Homoz variante  Características 

n f n f n f 
Total 

MTHFR C677T        

Geral 100 0,493 86 0,424 17 0,084 203 

Casos 50 0,495 45 0,446 6 0,059 101 

Controles 50 0,490 41 0,402 11 0,108 102 

MTHFR A1298C        

Geral 113 0,557 80 0,394 10 0,049 203 

Casos 60 0,594 36 0,356 5 0,050 101 

Controles 53 0,520 44 0,431 5 0,049 102 

CBS 844ins68        

Geral 163 0,803 38 0,187 2 0,010 203 

Casos 76 0,752 24 0,238 1 0,010 101 

Controles 87 0,853 14 0,137 1 0,010 102 

 

 

No grupo de pacientes a frequência alélica foi de 28,2%, 22,8% e 12,9% para os 

alelos polimórficos; para os alelos selvagens foi de 71,8%, 77,2% e 87,1%, 

respectivamente. Nos controles, as respectivas frequências foram 30,9%, 26,5% e 

7,8% e 69,1%, 73,5% e 92,2%. Os dados referentes aos pacientes e controles são 

apresentados na Tabela 3 . De acordo com os referidos dados, as frequências 

genotípicas observadas em MTHFR C677T, MTHFR A1298C e CBS 844ins68 estão 

em Equilíbrio de Hardy-Weinberg, em ambos os grupos. Em nenhuma das 

comparações realizadas houve diferença estatisticamente significante, o que permite 

considerar que as amostras estudadas foram obtidas de populações em equilíbrio 

genético. 
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Tabela 3: Frequência alélica dos polimorfismos C677T, A1298C e 844ins68. 

Frequência alélica 

Selvagem Variante 
Hardy-Weinberg 

Características 

f f         X2   p  

MTHFR C677T     

Geral 0,704 0,296 0.061 0.805 

Casos 0,718 0,282 1.006 0.316 

Controles 0,691 0,309 0.348 0.555 

MTHFR A1298C     

Geral 0,754 0,246 0.766 0.381 

Casos 0,772 0,228 0.018 0.893 

Controles 0,735 0,265 1.193 0.275 

CBS 844ins68     

Geral 0,897 0,103 0.017 0.896 

Casos 0,871 0,129 0.357 0.550 

Controles 0,922 0,078 0.260 0.610 

 

 

4.3 Análise de suscetibilidade genética  

 

A análise de risco não demonstrou correlação entre os genótipos estudados (nos 

grupos caso/controle) e a presença de câncer oral (Tabela 4 ).  
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Tabela 4: Análise de risco dos polimorfismos C677T, A1298C e 844ins68 nos grupos caso/controle. 

ANÁLISE DE RISCO 

Total   Caso Controle Características genéticas 

n (%)  n (%) n (%) 
p 

MTHFR C677T         

CC 100 49,3  50 49,5 50 49,0 0.438 

CT 86 42,4  45 44,6 41 40,2  

TT 17 8,4  6 5,9 11 10,8  

CT+TT 103 50,7  51 50,5 52 51,0 0.945 

MTHFR A1298C         

AA 113 55,7  60 59,4 53 52,0 0.541 

AG 80 39,4  36 35,6 44 43,1  

GG 10 4,9  5 5,0 5 4,9  

AG+GG 90 44,3  41 40,6 49 48,0 0.286 

CBS 844ins68         

WT/WT 163 80,3  76 75,2 87 85,3  

WT/ins+ins/ins 40 19,7   25 24,8 15 14,7 0.072 

Total 203 100,0   101 49,8 102 50,2   

 

 

4.4 Análise das características genéticas x clinico patológicas 

 

4.4.1 Análise de risco em relação aos genótipos do polimorfismo MTHFR C667T: 

Na análise de risco em relação às características clinicopatológicas no grupo casos, 

observou-se que o polimorfismo C677T está relacionado com linfonodos negativos; 

os resultados encontrados apontam que a combinação dos genótipos CT+TT atuam 

como fator de proteção (p = 0.022) (Tabela 5 ).  
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Tabela 5: Análise do polimorfismo C677T x características clinicopatológicas.  

MTHFR C677T 
Total 

CC CT TT CT+TT 
Características 

clinicopatológicas 

n (%) n (%) n (%) n (%) 
p 

n (%) 
p 

             

Estádio             

I 12 11,9 5 10,0 5 11,1 2 33,3 0.371 7 13,7 0.440 

II 13 12,9 7 14,0 6 13,3 0 0,0  6 11,8  

III 22 21,8 14 28,0 8 17,8 0 0,0  8 15,7  

IV 54 53,5 24 48,0 26 57,8 4 66,7  30 58,8  

I+II 25 24,8 12 24,0 11 24,4 2 33,3 0.501 13 25,5 0.311 

Tamanho do tumor 
(T) 

            

T1, T2 34 33,7 17 34,0 15 33,3 2 33,3 0.926 17 33,3 0.657 

T3 17 16,8 10 20,0 6 13,3 1 16,7  7 13,7  

T4 50 49,5 23 46,0 24 53,3 3 50,0  27 52,9  

Linfonodos (N)             

Negativo 50 49,5 19 38,0 28 62,2 3 50,0 0.062 31 60,8 0.022 

Positivo 51 50,5 31 62,0 17 37,8 3 50,0  20 39,2  

Grau de 
diferenciação 

            

Bem diferenciado 25 24,8 10 20,0 15 33,3 0 0,0 0.192 15 29,4 0.238 

Moderadamente 29 28,7 12 24,0 14 31,1 3 50,0  17 33,3  

Pouco diferenciado 5 5,0 4 8,0 1 2,2 0 0,0  1 2,0  

N/a* 42 41,6 24 48,0 15 33,3 3 50,0   18 35,3   

Total 101  100,0 50 49,5 45 44,6 6 5,9   51 50,5   

N/a*: dados indisponíveis. 
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A análise multivariada (IC 95%), que considerou o tamanho do tumor em seu 

modelo, revela que a combinação de genótipos CT+TT oferece um risco de 

comprometimento linfonodal três vezes menor que o genótipo CC (p = 0.012) 

(Tabela 6 ). 

 

Tabela 6: Análise multivariada do polimorfismo MTHFR C677T.  

Linfonodos (N) 

Análise multivariada 
Características 

OR (IC 95%) p 

Tamanho do tumor (T)   

T1, T2 1  

T3 3.07 (0.87-10.87) 0.083 

T4 6.46 (2.32-17.95) <0.001 

MTHFR C677T   

CC 1  

CT+TT 0.32 (0.13-0.77) 0.012 

 

 

4.4.2 Análise de risco em relação aos genótipos do polimorfismo MTHFR A1298C: 

Foi observado que o polimorfismo A1298C está relacionado com o grau de 

diferenciação do tumor. A combinação dos genótipos AC+CC foi mais frequente nos 

tumores bem diferenciados, já o genótipo AA teve uma maior frequência observada 

nos tumores moderadamente ou pouco diferenciados (p = 0.007) (Tabela 7 ). 
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Tabela 7: Análise do polimorfismo A1298C x características clinicopatológicas.  

MTHFR A1298C 
Total 

AA AC CC AC+CC 
Características 

clinicopatológicas 

n (%) n (%) n (%) n (%) 
p 

n (%) 
p 

             

Estádio             

I 12 11,9 6 10,0 6 16,7 0 0,0 0.923 6 14,6 0.890 

II 13 12,9 8 13,3 4 11,1 1 20,0  5 12,2  

III 22 21,8 14 23,3 7 19,4 1 20,0  8 19,5  

IV 54 53,5 32 53,3 19 52,8 3 60,0  22 53,7  

I+II 25 24,8 14 23,3 10 27,8 1 20,0 0.979 11 26,8 0.868 

Tamanho do tumor 
(T) 

            

T1, T2 34 33,7 22 36,7 11 30,6 1 20,0 0.930 12 29,3 0.726 

T3 17 16,8 10 16,7 6 16,7 1 20,0  7 17,1  

T4 50 49,5 28 46,7 19 52,8 3 60,0  22 53,7  

Linfonodos (N)             

Negativo 50 49,5 30 50,0 19 52,8 1 20,0 0.386 20 48,8 0.904 

Positivo 51 50,5 30 50,0 17 47,2 4 80,0  21 51,2  

Grau de 
diferenciação 

            

Bem diferenciado 25 24,8 8 13,3 14 38,9 3 60,0 0.037 17 41,5 0.007 

Moderadamente 29 28,7 18 30,0 10 27,8 1 20,0  11 26,8  

Pouco diferenciado 5 5,0 5 8,3 0 0,0 0 0,0  0 0,0  

N/a* 42 41,6 29 48,3 12 33,3 1 20,0   13 31,7   

Total 101  100,0 60 59,4 36 35,6 5 5,0   41 40,6   

N/a*: dados indisponíveis. 
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4.4.3 Análise de risco em relação aos genótipos do polimorfismo CBS 844ins68:  

Os resultados encontrados na análise do polimorfismo 844ins68 não foram 

estatisticamente significantes (Tabela 8 ). 

 

Tabela 8: Análise do polimorfismo 844ins68 x características clinicopatológicas.   

  CBS 844ins68 
Total 

 WT ins 
Características 
epidemiológicas e genéticas 

n (%)  n (%) n (%) 
p 

         

Estádio         

I 12 11,9  8 10,5 4 16,0 0.906 

II 13 12,9  10 13,2 3 12,0  

III 22 21,8  17 22,4 5 20,0  

IV 54 53,5  41 53,9 13 52,0  

I+II 25 24,8  18 23,7 7 28,0 0.903 

Tamanho do tumor (T)         

T1, T2 34 33,7  26 34,2 8 32,0 0.959 

T3 17 16,8  13 17,1 4 16,0  

T4 50 49,5  37 48,7 13 52,0  

Linfonodos (N)         

Negativo 50 49,5  40 52,6 10 40,0 0.273 

Positivo 51 50,5  36 47,4 15 60,0  

Grau de diferenciação         

Bem diferenciado 25 24,8  19 25,0 6 24,0 0.462 

Moderadamente 29 28,7  22 28,9 7 28,0  

Pouco diferenciado 5 5,0  5 6,6 0 0,0  

N/a* 42 41,6   30 39,5 12 48,0   

Total 101  100,0   76 75,2 25 24,8   

N/a*: dados indisponíveis. 



  39

5. DISCUSSÃO  

A análise das características epidemiológicas (sexo e idade), não apresentou 

diferença estatisticamente significante entre casos (n = 101) e controles (n = 102). 

Contudo, observamos que o número de casos de câncer oral em indivíduos do sexo 

masculino foi quatro vezes maior que no sexo feminino. Segundo dados do INCA 

(2012), o câncer oral é mais prevalente em indivíduos do sexo masculino com idade 

acima de 40 anos. O fato da doença se apresentar a partir da quarta década de vida, 

pode ser explicado pelo acúmulo de mutações ao longo de anos de exposição aos 

fatores de risco (ALMEIDA et al., 2011). Geralmente a exposição das mulheres aos 

fatores de risco da doença ocorre mais tardiamente ou em menor quantidade; 

tabaco e álcool são apontados como os principais (OLIVEIRA et al., 2006). Porém, 

nos últimos anos a incidência entre as mulheres tem aumentado, provavelmente 

pela disseminação entre elas do hábito de fumar (DANIEL et al., 2006) e ingerir 

bebidas alcoólicas (BRENER et al., 2007). O aumento da incidência em indivíduos 

mais jovens tem sido atribuído ao aumento da prevalência de infecções por HPV 

(GALBIATTI et al., 2012).  

Em nossa casuística observamos mais tabagistas (73,3%), que etilistas (68,3%), 

embora os dois hábitos tenham sido frequentes na população estudada. Vários 

estudos demonstram prevalências elevadas de pacientes tabagistas e/ou etilistas. 

Rodrigues et al. (2010), também obteve um maior número de tabagistas (88%) em 

relação aos etilistas (77%), (n=100). No trabalho de Yang et al. (2005) observou-se o 

contrário, 64,2% tabagistas e 87,9% etilistas (n=165). A combinação desses dois 

hábitos multiplica o risco de desenvolvimento de câncer oral (GALBIATTI et al., 

2012; INCA, 2013). 

No presente estudo as frequências genotípicas encontram-se em Equilíbrio de 

Hardy-Weinberg em ambos os grupos analisados. O alelo variante para o 

polimorfismo C677T esteve presente em 28,2% dos casos e em 30,9% dos 

controles. Esse polimorfismo apresenta grande variação étnica e geográfica. No 

estudo de Rodrigues et al. (2010), realizado no estado de São Paulo, o alelo variante 

foi evidenciado em 3,5% dos casos e 3,4% dos controles; no Texas o alelo variante 

estava presente em 29,2% dos casos e controles (NEUMANN et al., 2005); entre 

gregos e alemães o alelo variante foi detectado em 40% dos casos e 35,4% dos 
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controles (VAIRAKTARIS et al., 2006). Percebe-se que dentro do mesmo país há 

variações entre estados. A etnia dos envolvidos em nossa casuística não foi 

considerada devido à grande miscigenação do povo brasileiro. Segundo Rocha et al. 

(2007) diferenças genéticas podem conferir proteção ou risco para o 

desenvolvimento do câncer em populações de ancestralidades diferentes. No 

entanto, a estratificação de grupos por etnia é bastante complexa, pois a cor da pele 

e a região de origem não são suficientes para diferenciar uma população 

miscigenada. 

No polimorfismo A1298C o alelo variante esteve presente em 22,8% dos casos e em 

26,5% dos controles. Nos Estados Unidos o alelo variante para esse polimorfismo foi 

detectado em 20,4% e 27,7% para casos e controles, respectivamente (NEUMANN 

et al., 2005). Em contraste com esses resultados, na China o alelo variante foi 

detectado em apenas 2,8% dos casos e em 2,2% dos controles (CAO et al., 2010); 

no Paquistão a variante C foi encontrada em 5,5% da população normal (YAKUB et 

al., 2012). 

Na análise do polimorfismo CBS 844ins68 o alelo variante foi identificado em 12,9% 

dos casos e 7,8% dos controles. Galbiatti et al. (2010), detectou o alelo variante 

desse polimorfismo em 16,9% dos casos e 17,2% dos controles, em uma pesquisa 

realizada no município de São Paulo.  

Em contraste com outros estudos, nossa análise de risco nos grupos caso/controle 

não demonstrou correlação entre os genótipos estudados e o câncer oral. Segundo 

Neumann et al. (2005), indivíduos com o genótipo 677TT apresentam um menor 

risco de desenvolvimento de câncer oral. Sailasree et al. (2011) verificou que o 

polimorfismo C677T está associado com a predisposição do câncer oral na Índia. 

Sua pesquisa mostrou que indivíduos CT e TT apresentaram um menor risco para 

desenvolvimento de CEO, comparado aos indivíduos CC. Vairaktaris et al. (2006) 

observou associação do polimorfismo C677T com o aumento do risco para CEO. Em 

conformidade com nossos resultados, Boccia et al. (2012) não encontrou relação de 

A1298C com o risco para câncer epidermóide de cabeça e pescoço; Suzuki et al. 

(2007) também analisou o risco dos polimorfismos C677T e A1298C para esse tipo 

de câncer, separadamente e em conjunto, não evidenciando nenhuma associação. 
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Galbiatti et al. (2010), também não encontrou correlação entre o polimorfismo CBS 

844ins68 e o câncer epidermóide de cabeça e pescoço.   

Nossa análise de risco em relação às características clinicopatológicas no grupo de 

pacientes mostrou que o polimorfismo C677T está relacionado com linfonodos 

negativos; nossos resultados apontam que a combinação dos genótipos CT+TT 

atuam como fator de proteção (p = 0,022). Na análise multivariada, em que 

consideramos o tamanho do tumor, a combinação dos genótipos CT+TT revelou que 

o risco de comprometimento de linfonodos é três vezes menor que no genótipo CC. 

Supic et al. (2011), Rodrigues et al. (2010) e Sailasree et al. (2011) não encontraram 

associação estaticamente significante entre comprometimento de linfonodos com o 

polimorfismo C677T. 

Nossos resultados sugerem fator protetor para os genótipos CT e TT. Essa proteção 

pode ser devido à diminuição de mutações no DNA por erros de incorporação de 

nucleotídeos durante a duplicação e por redução da eficiência de metilação. A 

enzima com atividade reduzida aumentaria a concentração intracelular de 5,10-

metilenotetrahidrofolato acarretando no aumento da disponibilidade de timina que 

leva a uma maior estabilidade do DNA por reduzir a chance de incorporação errada 

de uracila (CHEN et al., 2001; PAZ et al., 2002; SOHN et al., 2004). Experimentos 

em ratos confirmaram a diminuição de metilação do DNA quando MTHFR tem 

atividade reduzida. A baixa metilação também pode ser um fator protetor por 

diminuir as chances de hipermetilação de regiões promotoras em supressores 

tumorais (CHEN et al., 2001). Os protoncogenes promovem crescimento, 

diferenciação e proliferação celular, enquanto genes supressores de tumor, o 

inibem. Mutações em protoncogenes podem resultar em multiplicações excessivas, 

neste caso a metilação também atuaria como fator protetor, e em supressores de 

tumor podem ser inativados contribuindo para a formação do câncer (BALUZ et al., 

2002). A disponibilidade de folato pode afetar a capacidade de manter padrões de 

metilação do DNA em células em replicação (CRIDER et al., 2012). Segundo Baluz 

et al. (2002) células neoplásicas de origem epitelial necessitam de folato reduzido 

para sua replicação. Como os genótipos variantes (CT e TT) apresentam redução da 

atividade enzimática, a disponibilidade de folato reduzido fica comprometida, fato 

que pode explicar o fator protetor observado nessas variantes por diminuir a 

capacidade replicativa das células neoplásicas. 
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No estudo realizado por Tsai et al. (2011) em Taiwan com 620 indivíduos (caso 

/controle), os resultados obtidos revelaram que o alelo 677T foi mais frequente nos 

controles do que nos pacientes com câncer oral, assim como os pacientes com os 

genótipos CT e TT apresentaram um menor risco de metástase. Existem evidências 

de que baixos níveis de folato estão associados com a diminuição da metilação 

global do DNA, o que pode ter relação com o aumento do risco de câncer (CRIDER 

et al., 2012). No entanto, quando a ingestão de ácido fólico é suficiente, os 

indivíduos portadores dos genótipos variantes podem ter o risco reduzido devido a 

maior disponibilidade de 5,10metilenoTHF para a conversão de uracila em timidina 

para a síntese de DNA (BAILEY e GREGORY, 1999).  

Detectamos na análise de risco para o polimorfismo A1298C que este está 

relacionado com o grau de diferenciação do tumor. A combinação dos genótipos 

AC+CC foi mais frequente nos tumores bem diferenciados (p = 0,007), que pode 

estar relacionado com melhor prognóstico, enquanto o genótipo AA teve uma maior 

frequência nos tumores moderadamente ou pouco diferenciados.  

Diante do exposto, nossos dados mostram uma associação entre os genótipos AC + 

CC e os tumores bem diferenciados que, teoricamente, seriam de melhor 

prognóstico para o paciente. Entretanto, não é consenso na literatura que o grau de 

diferenciação tumoral seja um parâmetro para avaliação de prognóstico isolado. O 

comportamento biológico do CEO é incerto, a literatura sugere fatores que podem 

influenciar o prognóstico. Esses fatores podem estar relacionados ao paciente 

(idade, sexo, raça, condições sócio-econômicas e hábitos, como tabagismo e 

etilismo), ao tumor (sítio, estádio, espessura do tumor, histopatologia e expressão de 

marcadores moleculares) e ao tratamento (tipo de tratamento, terapia adjuvante) 

(MONTORO et al., 2008).  

A diferença entre comportamentos biológicos relacionados a localizações 

anatômicas distintas representa dificuldade para que uma classificação com base 

apenas nos dados histopatológicos possua associação positiva com prognóstico, 

recorrência e sobrevida. No entanto, as classificações histopatológicas podem 

prover fatores prognósticos suplementares a fim de otimizar o valor do estadiamento 

TNM e auxiliar na escolha terapêutica (LOURENÇO et al., 2007).  
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Em geral pacientes com maior estágio TNM apresentam um pior prognóstico. 

Porém, há casos de tumores primários não detectáveis clinicamente que exibem 

maior agressividade, metástases regionais precoces e morte. Por outro lado, alguns 

tumores em estágios avançados apresentam retardo de metástases, e pós-

tratamento os pacientes tem uma maior sobrevida livre de doença (KADEMANI et 

al., 2005). Kademani et al. (2005) evidenciou em seu estudo que a probabilidade do 

carcinoma pouco diferenciado apresentar pior prognóstico é maior comparada aos 

carcinomas moderadamente ou bem diferenciados.  

O polimorfismo A1298C, em comparação com C677T, é bem menos caracterizado 

na literatura, mas é relatada sua associação com menor risco para alguns cânceres. 

Numa análise envolvendo 1082 indivíduos, a redução do risco de câncer de cabeça 

e pescoço foi observada para os genótipos AC e CC (NEUMANN et al., 2005). Em 

câncer oral o genótipo CC desempenha um papel preventivo, segundo metanálise 

realizada por Zhuo et al. (2012).   

Em indivíduos 1298CC a atividade enzimática de MTHFR é reduzida em 

aproximadamente 30-40% (SAILASREE et al., 2011).  Conforme observado no 

polimorfismo 677T, a redução da atividade enzimática irá aumentar a concentração 

de 5,10-metilenotetrahidrofolato, reduzindo assim a quantidade de mutações por 

erro de incorporação de nucleotídeos, conferindo  maior estabilidade ao DNA. Além 

disso, a menor disponibilidade de folato reduzido, devido à menor eficiência da 

enzima na conversão de 5,10-metilenotetrahidrofolato em 5- metilenotetrahidrofolato 

pode conferir menor capacidade replicativa à célula neoplásica. 

Os resultados de Sailasree et al. (2011), não corroboram com esses estudos. O 

genótipo variante para o polimorfismo A1298C (CC ou AC + CC) foi detectado como 

preditor independente de falha no tratamento e menor sobrevida entre pacientes 

com câncer oral. A hipótese do autor é de que as elevadas concentrações de 5,10-

metilenotetrahidrofolato e timidilato sintase associado às variantes A1298C podem 

favorecer a proliferação de células malignas residuais, resultando em recidiva da 

doença.  

Na literatura várias investigações do polimorfismo A1298C para o risco de câncer de 

cabeça e pescoço, mostram relação com outros fatores de risco, como o trabalho de 
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Cao et al. (2010), em que a associação entre os genótipos variantes de A1298C com 

C677T apresentam risco aumentado para câncer de nasofaringe em fumantes.  

O polimorfismo A1298C também possui vários estudos relacionados a outros tipos 

de câncer, mas os resultados são contraditórios. Qin et al. (2013), sugere que o 

polimorfismo atua como fator de proteção no câncer hepato celular; já Kwak et al. 

(2008), mostra que esse polimorfismo esta relacionado com o aumento do risco para 

esse tipo de câncer.   

A análise de risco para o polimorfismo CBS 844ins68 não apresentou resultados 

estatisticamente significantes. Galbiatti et al. (2010), não encontrou associação 

desse polimorfismo com o câncer oral, como no presente estudo, mas observou que 

indivíduos do sexo masculino, tabagistas, acima dos 50 anos de idade, tem risco 

aumentado para a doença.  

Zhao et al. (2012), sugere que o gene CBS, devido a sua hipermetilação, funcione 

como um gene supressor em tumores gastrointestinais; esse tipo de alteração é 

comum em genes supressores de tumor em diversos tipos de câncer. Além disso, o 

estudo evidenciou que alterações no funcionamento desta enzima tem relação com 

a carcinogênese gastrointestinal. Evidenciamos também vários trabalhos associando 

esse polimorfismo a outras doenças, como risco de retardo mental (DUTTA et al., 

2005); esquizofrenia (GOLIMBET et al., 2009) e episódios vasoclusivos em 

portadores de anemia falciforme (JABOB, BASTOS e BONINI-DOMINGOS, 2011). 

Tsai et al. (2011) e Sailasree et al. (2011), sugerem que o polimorfismo MTHFR 

C677T pode ser um biomarcador útil para a previsão e prognóstico do câncer oral. 

Segundo revisão da literatura, por Galbiatti et al. (2012), os polimorfismos MTHFR 

C677T e MTHFR A1298C podem estar envolvidos com o risco para carcinoma 

epidermóide de cabeça e pescoço. No entanto, devido aos resultados contraditórios, 

são necessários estudos em diversas populações a fim de esclarecer o papel 

desses polimorfismos na etiologia desse tipo de câncer.  

Polimorfismos genéticos são influenciados por origens étnicas e diferenças 

geográficas (IZMIRLI, 2013); o que justifica os resultados contraditórios encontrados 

na literatura.   
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Nossos resultados mostram que o diagnóstico molecular é uma ferramenta 

importante em casos de CEO. Tanto o polimorfismo C677T que mostrou atuar como 

fator de proteção, quanto o polimorfismo A1298C que está relacionado ao grau de 

diferenciação tumoral, são de grande relevância clínica e importantes para o 

prognóstico do paciente.  

 

6. CONCLUSÕES 

Em nossa casuística, concluímos que os polimorfismos MTHFR C677T, MTHFR 

A1298C e CBS 844ins68 não estão correlacionados com o risco de desenvolvimento 

de carcinoma epidermóide oral na população do Espírito Santo. Evidenciamos que o 

polimorfismo MTHFR C677T atua como fator de proteção. A combinação dos 

genótipos CT+TT revelou que o risco de comprometimento de linfonodos é três 

vezes menor comparado ao genótipo CC. O polimorfismo A1298C está relacionado 

com o grau de diferenciação tumoral. Combinados, os genótipos AC+CC foram mais 

frequentes nos tumores bem diferenciados, o que pode sugerir um melhor 

prognóstico. Observamos que estudos futuros com uma maior população de estudo 

e informações precisas sobre tabagismo, etilismo, etnia e dieta ajudarão a 

esclarecer melhor a interação desses polimorfismos com o carcinoma epidermóide 

oral. 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA CAS OS 

 

INTRODUÇÃO 

Você está sendo convidado a participar de um estudo para investigar fatores ambientais e 
seus efeitos sobre a saúde das pessoas. O estudo está sendo conduzido pelo Programa de 
Prevenção e Detecção Precoce de Câncer de Boca HSRC /SESA (Hospital Santa Rita 
de Cássia– Secretaria Estadual de Saúde/ES e pela Agência Internacional para Pesquisa 
em Câncer. Sua participação neste estudo é voluntária. Você pode se recusar a participar 
ou retirar-se do estudo a qualquer momento, sem que isso afete o tratamento médico que 
você está recebendo. Por favor, leia cuidadosamente este formulário de consentimento e 
esclareça com o coordenador da pesquisa no hospital quaisquer dúvidas que você possa ter 
sobre o estudo antes de assinar este termo.  

 

EXPLICAÇÃO DOS PROCEDIMENTOS  

Se você concordar em participar deste estudo, será solicitado que você faça uma entrevista 
e forneça amostras de sangue ou saliva e de tecido (tumor). Além disso, nós pediremos sua 
permissão para coletar informações relevantes do seu prontuário médico. Se você decidir 
não responder, seja a uma questão específica ou a todas as informações, não sofrerá 
nenhuma penalidade. Você pode participar da entrevista, mas se recusar a fornecer as 
amostras biológicas (sangue e tumor).  

Questionário: 

Um entrevistador virá aplicar o questionário enquanto você estiver no hospital. A entrevista 
tem a duração de aproximadamente uma hora e consiste de questões relacionadas a 
hábitos, estilo de vida, ambiente e saúde.  

Coleta de sangue e amostras biológicas: 

Será solicitado que você doe uma amostra de sangue ou saliva enquanto estiver no hospital. 
Uma enfermeira treinada retirará aproximadamente 10 mL de sangue de uma veia do seu 
braço, da maneira habitual, ou uma raspagem na parte interna da bochecha para coleta de 
células. Se disponível, nós solicitaremos ao Departamento de Patologia do hospital uma 
pequena amostra do seu tumor.  

 

ANÁLISE DE AMOSTRAS BIOLÓGICAS 

O sangue/saliva e as amostras de tumor serão enviados a laboratórios para análise das 
características genéticas e celulares que podem estar relacionadas ao desenvolvimento da 
doença. Concordando com este estudo você estará autorizando que estas amostras sejam 
armazenadas por um período de 05 anos, podendo ser solicitada prorrogação deste prazo, 
para serem utilizadas em investigações futuras. Toda nova pesquisa a ser realizada 
utilizando estas amostras deverá ser submetida à nova aprovação pelo Comitê de Ética em 
Pesquisa. 

 



  

NOTIFICAÇÃO, CUSTO E COMPENSAÇÃO 

As amostras biológicas obtidas serão utilizadas apenas para fins de investigação. Qualquer 
material que não seja imediatamente utilizado permanecerá armazenado.  Você tem o 
direito de saber, a qualquer momento, dos resultados de exames realizados em suas 
amostras, tendo ou não aplicabilidade clínica. Não haverá nenhum custo financeiro para 
você participar deste estudo e não há nenhuma compensação ou pagamento pelo 
preenchimento do questionário e fornecimento das amostras biológicas.  

 

DESCONFORTO E RISCOS POTENCIAIS 

Durante a coleta do sangue, você pode sentir um pouco de dor ou apresentar um hematoma 
(mancha roxa) no braço, no local onde for realizada a coleta. É possível, mas não provável, 
que você apresente inchaço ou sangramento no local da punção. Pode também ocorrer um 
mal-estar relacionado ao medo de agulhas.  É improvável que ocorram danos físicos a partir 
da coleta de sangue. Se estes danos ocorrerem, você será imediatamente tratado pelos 
profissionais do hospital.  

 

BENEFÍCIOS POTENCIAIS 

Ao participar desta pesquisa, você será orientado sobre hábitos e estilo de vida que poderão 
contribuir para o sucesso de seu tratamento, além de orientação especializada pelos 
médicos e cirurgiões-dentistas da equipe sobre cuidados e prevenção das complicações 
decorrentes do tratamento ao qual será submetido. Sua participação é muito importante 
para o sucesso desta pesquisa e também poderá trazer benefício às gerações futuras.  

 

GARANTIA DA CONFIDENCIALIDADE 

Será realizada a codificação de todo material e informação obtidos, objetivando garantir o 
sigilo e o respeito à confidencialidade. As informações serão usadas apenas para fins 
científicos, em conformidade com a legislação do Brasil. Ninguém, exceto os membros da 
equipe de pesquisa, terá acesso às suas respostas e aos resultados de testes. Seu 
empregador (patrão) não terá acesso a quaisquer resultados ou informações que você nos 
fornecer. As amostras biológicas não serão etiquetadas com o seu nome. Seu nome não 
será divulgado em nenhum relatório ou trabalho científico.  

 

DIREITO A SE RETIRAR DO ESTUDO 

Você pode se recusar a participar e/ou retirar o seu consentimento e interromper a 
participação a qualquer momento, sem nenhuma penalização ou perda de algum benefício 
que tenha recebido anteriormente.  Se você inicialmente decidir dar seu consentimento para 
o armazenamento das amostras biológicas para pesquisas futuras, mas depois mudar de 
idéia e enviar notificação por escrito para o coordenador da pesquisa do Programa de 
Prevenção e Detecção Precoce de Câncer de Boca HSRC/SESA (Hospital Santa Rita de 
Cássia– Secretaria Estadual de Saúde/ES, todos os remanescentes das suas amostras 
biológicas serão então destruídos. A sua decisão sobre esse assunto não afetará o seu 
tratamento médico ou seu emprego.  

 



  

CERTIFICAÇÃO 

Eu li a explicação sobre o estudo e tive a oportunidade de discutir e esclarecer minhas 
dúvidas.  Ao concordar em participar deste estudo, eu não renuncio a nenhum direito que 
possa ser relativo ao acesso e divulgação dos meus dados.  Eu concordo em participar das 
partes do estudo onde está assinalado “sim” e recuso-me a participar das partes do estudo 
onde está assinalado “não”.  Declaro que recebi uma cópia deste termo de consentimento. 

 

SIM NÃO Parte do estudo 

____ ____ ________________________ 

[  ] [   ] Entrevista 

[  ] [   ] Coleta e teste do sangue 

[  ] [   ] Coleta de amostras de tumor e testes relacionados 

[  ] [   ] Acesso aos prontuários médicos 

 

 

-------------------------------- ----------  -------------------------------- -------- 

Assinatura do participante   Data    Assinatura da testemunha  Data 

 

--------------------------------------------------  ------------------------------------------------- 

Nome                                                                                Nome da testemunha 

 

Nome e assinatura do Pesquisador 
Responsável__________________________________________________Data:________ 

 

 

Nós agradecemos a sua colaboração nesse importante projeto de pesquisa. Se você tiver 
dúvidas sobre este estudo, você pode telefonar para o Dr. José Roberto Vasconcelos de 
Podestá; coordenador do Programa de Prevenção e Detecção Precoce de Câncer de Boca 
HSRC/SESA, no telefone (27) 3334-8383 ou você pode escrever-lhe, no seguinte endereço: 
Hospital Santa Rita de Cássia -Programa de Prevenção e Detecção Precoce de Câncer de 
Boca. Av Marechal Campos, s/nº Maruípe, Vitória/ES, CEP 29041091. 

 

 

 

 



  

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA CON TROLES 

 

INTRODUÇÃO 

Você está sendo convidado a participar de um estudo para investigar fatores ambientais e 
seus efeitos sobre a saúde das pessoas. O estudo está sendo conduzido pelo Programa de 
Prevenção e Detecção Precoce de Câncer de Boca HSRC /SESA (Hospital Santa Rita 
de Cássia– Secretaria Estadual de Saúde/ES e pela Agência Internacional para Pesquisa 
em Câncer. Sua participação neste estudo é voluntária. Você pode se recusar a participar 
ou retirar-se do estudo a qualquer momento, sem que isso afete o tratamento médico que 
você está recebendo. Por favor, leia cuidadosamente este formulário de consentimento e 
esclareça com o coordenador da pesquisa no hospital quaisquer dúvidas que você possa ter 
sobre o estudo antes de assinar este termo.  

 

EXPLICAÇÃO DOS PROCEDIMENTOS  

Se você concordar em participar deste estudo, será solicitado que você faça uma entrevista 
e forneça amostra de sangue. Além disso, nós pediremos sua permissão para coletar 
informações relevantes do seu prontuário médico. Se você decidir não responder, seja a 
uma questão específica ou a todas as informações, não sofrerá nenhuma penalidade. Você 
pode participar da entrevista, mas se recusar a fornecer as amostras biológicas.  

Questionário: 

Um entrevistador virá aplicar o questionário enquanto você estiver no hospital. A entrevista 
tem a duração de aproximadamente uma hora e consiste de questões relacionadas a 
hábitos, estilo de vida, ambiente e saúde.  

Coleta de sangue e amostras biológicas: 

Será solicitado que você doe uma única amostra de sangue ou saliva. Uma enfermeira 
treinada retirará aproximadamente 10 mL de sangue de uma veia do seu braço, da maneira 
habitual, ou uma raspagem na parte interna da bochecha para coleta de células. 

 

ANÁLISE DAS AMOSTRAS BIOLÓGICAS 

A amostra de sangue/saliva será enviada a laboratórios para análise das características 
genéticas e celulares. Concordando com este estudo você estará autorizando que esta 
amostra seja armazenada por um período de 05 anos, podendo ser solicitada prorrogação 
deste prazo, para ser utilizada em investigações futuras. Toda nova pesquisa a ser realizada 
utilizando esta amostra deverá ser submetida à nova aprovação pelo Comitê de Ética em 
Pesquisa. 

 

NOTIFICAÇÃO, CUSTO E COMPENSAÇÃO 

A amostra biológica obtida será utilizada apenas para fins de investigação. Qualquer 
material que não seja imediatamente utilizado permanecerá armazenado.  Você tem o 
direito de saber, a qualquer momento, dos resultados de exames realizados em sua amostra 
biológica, tendo ou não aplicabilidade clínica. Não haverá nenhum custo financeiro para 



  

você participar deste estudo e não há nenhuma compensação ou pagamento pelo 
preenchimento do questionário e fornecimento das amostras biológicas.  

 

DESCONFORTO E RISCOS POTENCIAIS 

Durante a coleta do sangue, você pode sentir um pouco de dor ou apresentar um hematoma 
(mancha roxa) no braço, no local onde for inserida a agulha. É possível, mas não provável, 
que você apresente inchaço ou sangramento no local da punção. Pode também ocorrer um 
mal-estar relacionado a agulhas.  É improvável que ocorram danos físicos a partir da coleta 
de sangue. Se estes danos ocorrerem, você será imediatamente tratado pelos profissionais 
do hospital.  

 

BENEFÍCIOS POTENCIAIS 

Ao participar desta pesquisa, você será orientado sobre hábitos e estilo de vida que poderão 
contribuir para a prevenção e detecção de câncer de boca através de orientação 
especializada pelos médicos e cirurgiões-dentistas da equipe. Sua participação é muito 
importante para o sucesso desta pesquisa e também poderá trazer benefício às gerações 
futuras.  

 

GARANTIA DA CONFIDENCIALIDADE 

Será realizada a codificação de todo material e informação obtida, objetivando garantir o 
sigilo e o respeito à confidencialidade. As informações serão usadas apenas para fins 
científicos, em conformidade com a legislação do Brasil. Ninguém, exceto os membros da 
equipe de pesquisa, terá acesso às suas respostas e aos resultados de testes. Seu 
empregador (patrão) não terá acesso a quaisquer resultados ou informações que você nos 
fornecer. As amostras biológicas não serão etiquetadas com o seu nome. Seu nome não 
será divulgado em nenhum relatório ou trabalho científico.  

 

DIREITO A SE RETIRAR DO ESTUDO 

Você pode se recusar a participar e/ou retirar o seu consentimento e interromper a 
participação a qualquer momento, sem nenhuma penalização ou perda de algum benefício 
que tenha recebido anteriormente.  Se você inicialmente decidir dar seu consentimento para 
o armazenamento das amostras biológicas para pesquisas futuras, mas depois mudar de 
idéia e enviar notificação por escrito para o coordenador da pesquisa do Programa de 
Prevenção e Detecção Precoce de Câncer de Boca HSRC/SESA (Hospital Santa Rita de 
Cássia– Secretaria Estadual de Saúde/ES, todos os remanescentes das suas amostras 
biológicas serão então destruídos. A sua decisão sobre esse assunto não afetará o seu 
tratamento médico ou seu emprego.  

 

 

 

 



  

CERTIFICAÇÃO 

Eu li a explicação sobre o estudo e tive a oportunidade de discutir e esclarecer minhas 
dúvidas.  Ao concordar em participar deste estudo, eu não renuncio a nenhum direito que 
possa ser relativo ao acesso e divulgação dos meus dados.  Eu concordo em participar das 
partes do estudo onde está assinalado “sim” e recuso-me a participar das partes do estudo 
onde está assinalado “não”. Declaro que recebi uma cópia deste termo de consentimento. 

 

SIM NÃO Parte do estudo 

____ ____ ________________________ 

[  ] [   ] Entrevista 

[  ] [   ] Coleta e testes em amostras de sangue 

[  ] [   ] Acesso aos prontuários médicos  

 

 

-------------------------------- ----------  -------------------------------- -------- 

Assinatura do Participante Data    Assinatura da testemunha      Data 

 

--------------------------------------------------  ------------------------------------------------- 

Nome do Participante                                                        Nome da testemunha 

 

Nome e assinatura do Pesquisador 
Responsável__________________________________________________Data:_______ 

 

Nós agradecemos a sua colaboração nesse importante projeto de pesquisa. Se você tiver 
dúvidas sobre este estudo, você pode telefonar para o Dr. José Roberto Vasconcelos de 
Podestá; coordenador do Programa de Prevenção e Detecção Precoce de Câncer de Boca 
HSRC/SESA, no telefone (27) 3334-8383 ou você pode escrever-lhe, no seguinte endereço: 
Hospital Santa Rita de Cássia -Programa de Prevenção e Detecção Precoce de Câncer de 
Boca. Av Marechal Campos, s/nº Maruípe-Vitória ES CEP 29041091. 

 

 


