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O carcinoma epidermóide é um tumor que pode ocorrer em vários sítios 

anatômicos, sendo o tipo histológico predominante em mais de 90% dos casos 

de tumores malignos localizados na cavidade oral. Acomete principalmente 

indivíduos entre a quinta e sétima décadas de vida, porém alguns estudos 

indicam uma tendência de aumento da incidência em pacientes com idades mais 

precoces, com muitos casos diagnosticados em homens jovens na faixa de 40 

anos de idade. (HOOGSTEEN et al., 2007; MARUR e FORASTIERE, 2008; INCA 

2010).  

A estimativa de casos novos de câncer de cavidade oral para o ano de 

2010 no Brasil foi de 14.120, sendo 10.330 homens e 3.790 mulheres. No 

Estado de São Paulo para o ano de 2010 estimava-se que 4 120 novos casos 

seriam registrados, sendo que os valores previstos de incidência de tumores da 

cavidade oral no Estado foram de 3.230/100.000 habitantes em homens e 

890/100.000 habitantes entre as mulheres. (INCA, 2010).  

A associação entre o consumo de tabaco, o uso concomitante de álcool e 

o aparecimento de tumores da cavidade oral está bem estabelecida. Os estudos 

epidemiológicos demonstram que o risco de desenvolvimento de câncer oral é 

de cinco a nove vezes maior, em tabagistas do que em não tabagistas, 

mantendo relação direta com a quantidade consumida. A ingestão de bebidas 

alcoólicas também é fator de risco para o desenvolvimento do câncer das vias 

aerodigestivas superiores por ser um agente potencializador da ação do tabaco. 

O uso do tabaco em forma de pó aumenta o risco de desenvolvimento de câncer 

oral em aproximadamente 4 vezes e quando mascado também proporciona 

aumento de risco do desenvolvimento do câncer oral. (NEVILLE et al., 2002; 

FREEMAN, 2004) 

Além disso, tem sido referida associação entre a condição 

socioeconômica e o aparecimento do tumor. A maioria dos pacientes já tem 

doença avançada ao diagnóstico (estádio III e IV). A sobrevida tem relação 

inversa com o estádio do tumor. A presença de metástases linfáticas se 
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relaciona com redução de 50% na expectativa de vida. (WARD et al., 2004; 

ZHEN et al., 2004). 

Por isso, o diagnóstico precoce é importante e a identificação de 

marcadores moleculares para a doença é objeto de estudo de muitos grupos de 

pesquisa.  

A maioria das alterações genéticas importantes no desenvolvimento do 

câncer ocorre nos genes que controlam a proliferação celular (oncogenes e 

genes supressores tumorais) ou ainda genes associados ao processo de reparo 

de danos no DNA, os quais, quando inativos, podem levar ao aumento das taxas 

de mutação, causando eventualmente a alteração de genes importantes na 

carcinogênese. (HITT e ECHARRI, 2006). Utilizando como modelo o carcinoma 

colorretal, estudos procuraram demonstrar as bases moleculares do processo de 

tumorigênese. Esse modelo propõe que o acúmulo de alterações genéticas ao 

longo do tempo leva o tecido normal ao carcinoma invasivo, passando por 

hiperplasia e displasia celular. (FEARON e VOGELSTEIN, 1990).  

Slaughter et al., em 1953, estudando pacientes com câncer bucal, 

utilizaram pela primeira vez o termo Campo de Cancerização (field 

cancerization). Esse estudo baseou-se em análises histológicas de tumores de 

pacientes com câncer de cabeça e pescoço e demonstrou que: a) o câncer oral 

desenvolve-se em áreas com lesões multifocais com alterações pré-cancerosas; 

b) um tecido anormal circunda o foco tumoral; c) as múltiplas lesões são 

independentes; d) a permanência do tecido anormal após a cirurgia pode 

explicar a recorrência do tumor. Entretanto, estes autores não descreveram os 

fundamentos moleculares dessas observações. (HA e CALIFANO, 2003). 

O desenvolvimento do carcinoma epidermóide relaciona-se a diversas 

alterações genéticas constituídas por um processo de múltiplos passos que em 

geral são iniciados por insultos químicos do epitélio normal provocados por 

carcinógenos como o álcool e o tabaco. Os resultados dessas alterações são a 
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formação de lesões cancerizáveis e eventualmente carcinoma epidermóide, que 

são caracterizadas pelo aumento da instabilidade genética, aneuploidia, 

aumento da displasia, alteração da expressão de marcadores de superfície 

celular, perda da organização cromossômica e eventualmente penetração na 

membrana basal. As múltiplas vias que promovem proliferação, sobrevivência 

e/ou transformação celular, são identificadas como vias de cooperação para a 

tumorigênese do carcinoma epidermóide. (CHOI e MYERS, 2008; DESHPANDE 

e WONG, 2008). 

As progressivas sequências de mutações e alterações epigenéticas do 

câncer promovem a transformação do clone inicial da formação do tumor 

interrompendo processos no controle normal de crescimento e na homeostasia 

celular. Além das mudanças intrínsecas à célula maligna, o desenvolvimento e a 

progressão do tumor também são dependentes do micro-ambiente que envolve 

estas células, que em muitos casos é de natureza inflamatória. (BAUD e KARIN, 

2009). 

Sabe-se que células neoplásicas são capazes de atrair diversos tipos 

celulares para dentro de um microambiente tumoral, através da secreção de 

proteases extracelulares, fatores pró-angiogênicos e citocinas que podem 

estimular células a liberar enzimas proteolíticas extracelulares e promovendo a 

migração de células inflamatórias, o crescimento tumoral e metástase. 

(MACARTHUR et al., 2004). 

As causas do aparecimento do tumor em tabagistas estão sendo 

investigadas desde há muitos anos, porém faltam estudos relacionados à 

presença de citocinas ligadas a genes de inflamação, pois assim como os 

fumantes que usam mais de 40 cigarros/dia, os fumantes com menor consumo 

possuem as mesmas alterações genéticas em oncogenes e supressores de 

tumor. (WARNAKULASURIYA e  RALHAN, 2007).  
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As vias de inflamação no desenvolvimento de tumores são ativadas por 

diversos estímulos com tabaco, stress, dieta, obesidade, álcool, agentes 

infecciosos, radiação e outros estímulos ambientais que juntos são responsáveis 

por 95% dos tumores (AGGARWAL e GEHLOT, 2009).  

A relação entre inflamação e câncer foi sugerida pela primeira vez por 

Rudolph Virchow em 1863 quando demonstrou a presença de leucócitos no 

tecido neoplásico. Dados de estudos epidemiológicos mostraram claramente a 

associação entre condições de inflamação crônica e subsequente transformação 

maligna em tecidos inflamados. Em tumores, muitos tipos celulares ativos da 

inflamação crônica podem ser encontrados ao redor do estroma ou dentro da 

própria neoplasia. Em adição à influência dos oncogenes e genes supressores 

de tumor, alguns autores relacionam os fatores inflamatórios com a progressão 

tumoral. As neoplasias, particularmente as de origem epitelial, têm um 

componente de células inflamatórias significante, que inclui diversos leucócitos, 

infiltrados com macrófagos, neutrófilos, eosinófilos e células relacionadas aos 

linfócitos (VIRCHOW, 1863 apud MACARTHUR, HOLD e EL-OMAR, 2004).  

Mantovani et al., em 2008 relacionaram a inflamação ao câncer pela 

presença de células inflamatórias como macrófagos e células T regulatórias e 

também pela presença de mediadores de inflamação como as citocinas da 

família TNF, que no micro ambiente tumoral, promove a remodelação, 

angiogênese, crescimento tumoral e supressão do sistema imune adaptativo, 

que é transcrito principalmente a partir dos genes localizados no Complexo de 

Histocompatibilidade Principal (MHC). (Figura 1). (SPIES, BRESNAHAN e 

STROMINGER, 1989; NEVILLE e CAMPBELL, 1999, MANTOVANI et al., 2008). 
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Figura 1: Mapa físico do segmento de 70 kb entre os genes TNFα e C1-2-A  
Os exons estão representados pelas caixas pretas; Segmentos genômicos que contêm ou não 

polimorfismos em suas regiões estão representados pelas caixas brancas e cinzas respectivamente. As 
flechas indicam a orientação da transcrição. A Linha graduada acima indica a distância em kb do 
microssatélite TNF. CENT – Centrômero; TEL – Telômero. (Fonte: Okamoto et al., 2003) 

O MHC é conhecido como o mais polimórfico1 do genoma que 

compreende um segmento cromossômico de 3500 kb no braço curto do 

cromossomo 6. Esta região é crítica na resposta imune dos vertebrados, pois 

contém todos os genes do sistema imune e de adaptação e foi tradicionalmente 

dividida em três sub-regiões: classe I e II - genes relacionados à estrutura e 

função, que codificam moléculas responsáveis pelos antígenos apresentados 

pelas células T -  e a classe III - a região mais densa e heterogênea do genoma 

humano com aproximadamente 700kb contendo 61 genes. (XIE T et al., 2003; 

HORTON et al., 2008). 

                                            

1 Polimorfismo Genético: Define-se como a ocorrência de múltiplos alelos em um lócus , onde pelo menos 
dois alelos aparecem com freqüências superiores a 1% (THOMPSON e THOMPSON, Genética Médica, 
6° edição. p76) 
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Neste complexo altamente polimórfico encontra-se o locus2 dos Fatores 

de Necrose Tumoral (TNF); segmento com 70kb limitado por dois micro-satélites 

entre o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNFα) e os C1-2-A, que codifica um 

grupo de proteínas com papéis importantes na resposta imune. Correlacionados 

à inflamação, foram mapeados em ordem do centrômero3 para o telômero4: TNF-

α, o Fator de Necrose Tumoral beta ou Linfotoxina alfa (TNFβ/LTα), transcrito 

associado HLA-B (BAT1) e o gene Inibidor do Fator Nuclear kappa B – like 1 

(NFKBL1 ou IΚBL), sabidamente correlacionados com inflamação, apoptose, 

estresse por hipóxia e aparecimento de tumores. (OKAMOTO et al., 2003; 

TAYLOR et al., 2008). 

Um dos maiores desafios na pesquisa sobre o câncer é distinguir 

mutações que causam ou alteram o desenvolvimento dos tumores de alterações 

irrelevantes para essa evolução ligados ao complexo genótipo da doença. 

(BAUD e KARIN, 2009). 

Alterações nas vias de sinalização intracelular ou na quantidade das 

proteínas transcritas a partir dos genes LTα e IkBL podem facilitar a 

transformação maligna da células epitelial da mucosa oral que está exposta a 

diversos fatores carcinogênicos como tabaco, álcool e produtos do metabolismo 

bacteriano, modulando as repostas e estímulos apoptóticos e de proliferação 

celular.  

                                            

2 Locus: Em genética, refere-se  a posição de um gene em um cromossomo. Alelos diferentes do mesmo 
gene ocupam o mesmo locus. (do latim locus, lugar). ALBERTS et al. Molecular Biology of the cell. 3° 
edição – 1997. p G-15 
3 Centrômero: Região constrita do cromossomos durante a mitose, que mantem as crmátides irmãs 
unidas; também é o sitio do DNA onde os cinetócoros é formado e então apreende o microtubulos do 
fuso mitótico. ALBERTS et al. Molecular Biology of the cell. 3° edição – 1997. p G-5 
4 Telômero: Extremidade de um cromossomo, associado com a sequencia de DNA característica que é 
replicada de maneira especial. Compensa a tendência de um cromossomo de sofrer encurtamento a 
cada etapa de replicação. ALBERTS et al. Molecular Biology of the cell. 3° edição – 1997. p G-23 
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O gene Linfotoxina α se apresenta em 4 exons5 e 3 introns6 que após sua 

tradução torna-se uma glicoproteína transmembrânica de 25KDa exercendo 

ação moduladora na resposta imunoinflamatória em sua forma homotrimérica e 

pode ser liberada da membrana através da ação de uma enzima, a TACE (TNF-

converting enzyme), tornando-se uma citocina solúvel que pode se agrupar a 

outras proteínas formando heterotrímeros que ancoram na superfície celular 

mediando uma grande variedade de respostas inflamatórias, 

imunoestimulatórias e antivirais. (NEDWIN et al. 1985; BLOBEL, 1997; IDRISS 

et al., 2000; SCHNEIDER et al., 2004, LIEPINSH et al., 2006; WARE, 2008). 

A proteína traduzida a partir do gene LTα foi primeiro caracterizada como 

um fator biológico de mitogênese estimulado por linfócitos, tendo atividade 

anticelular. Clarke et al. em 2006 sugeriram que a citocina LTα juntamente com 

o TNFα assumem o mesmo receptor que controla a expressão das células de 

adesão do endotélio vascular e da produção de óxido nítrico. Aggarwal et al., 

em 1985 indicam que as duas proteínas, LTα e TNFα possuem um receptor em 

comum nas células tumorais. (SPIES, BRESNAHAN e STROMINGER, 1989; 

CLARKE et al., 2006) 

A LTα faz parte da família de citosinas dos fatores de necrose tumoral e 

está envolvida no desenvolvimento dos órgãos linfóides secundários e 

inflamação. Esta molécula é uma toxina que possui um receptor distinto, a LTβ, 

que também foi implicado no processo de carcinogênese, onde a ativação do 

receptor LTβ em células de fibrossarcoma promoveu a angiogênese e 

crescimento do tumor através da ativação mediada pelo heterotrímero Ltα/Ltβ 

expressos por linfócitos. Outro recente estudo implicou o receptor da LTα como 

                                            

5 Exons: Segmento de um gene eucarioto que conssiste de DNA que codifca uma sequencia de 
nucleotídeos no RNA mensageiro; podendo codificar aminoácidos de uma proteína. Geralmente 
adjacente a um segmento de DNA intronico. ALBERTS et al. Molecular Biology of the cell. 3° edição – 
1997. p G-9 
6 Introns:Regiçao não codificane do DNA de um eucarioto que é transcrito na molécula de RNA, mas é 
removiido no processamento quando o RNA mesageiro é produzido. ALBERTS et al. Molecular Biology of 
the cell. 3° edição – 1997. p G-13 
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potencial oncogene no carcinoma de nasofaringe. (OR et al., 2009; 

DRUTSKAYA et al., 2010). 

Vários estudos indicam efeitos benéficos no tratamento do câncer usando 

terapia anti – TNF. Estes efeitos podem ser atribuídos ao fato de que a 

sinalização mediada por TNF estimula a produção de proteínas constitutivas de 

Células T Regulatórias (Tregs) como as FOXP3, GITR, CTLA-4 e CD25, que 

promovem o escape do tumor do sistema imune. Estudos em camundongos 

sugerem que a inativação genética ou farmacológica de TNF promove proteção 

em vários modelos de tumores baseados na inflamação. (HARRISON et al., 

2007; CHEN et al. 2008; BROWN et al. 2008; CHARLES et al., 2009). 

A LTα estruturalmente relacionados com TNFα, pode ainda estimular a 

produção de VEGF. Em estudo realizado por Ferrer em 1998, com linhagens de 

células de câncer de próstata esta relação foi sugerida e relatam o aumento dos 

níveis séricos da proteína em associação com a progressão no câncer cervical.  

Segundo Aggarwal e Ghelot em 2009, as proteínas da família TNF são os 

mais potentes ativadores da via NFkB (Figura 2) e ativação aberrante desta tem 

sido amplamente implicada no desenvolvimento de muitos cânceres, em 

doenças associadas ao uso do tabaco, como carcinoma epidermóide de naso e 

orofaringe relacionadas aos Epstein Barr Virus e Human Papiloma Virus, 

coerente com a sua expressão ubíqua e papel na promoção da sobrevivência e 

crescimento das células. (DONG, 2001; ALLEN  et al., 2008). 
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Figura 2: Vias de sinalização do NFkB ativadas de formas diferentes pela proteína Ltα.  
A esquerda ativação da via canônica através de estímulos de homotrímeros de Ltα ou TNFα, 

liberando as subunidades p50 e RelA, responsáveis pela transcrição de genes que codificam proteínas 
pró-inflamatórias, envolvidas na sobrevivência celular, proliferação e pró-carcinogênicos. A direita a 
sinalização por via não-canônica através de heterotrímeros de Ltα/Ltβ, com receptores de membrana 
formados por LTβr levando a transcrição de genes alvos. Por um caminho alternativo a ativação da LTβr 
pode também ativar a via canônica. (Adaptação: Wolf et al., 2010) 

Knight, Keating e Kwiatkowski (2004) identificaram o nucleotídeo adenina 

na posição +80 do gene LTα, como preditor da produção da proteína por células 

B humanas. Células com a presença do genótipo LTα+80A produzem menos 

LTα em comparação com outras células. Análise por electrophoretic mobility 

shift assay (EMSA) indica que a classe II do fator de transcrição 1 de células B 

(ABF1), especificamente expressada em tecido linfonodal, liga-se ao sítio da 

LTα+80A in vitro e suprime a expressão do gene. Foi também confirmado que a 

proteína ABF1 é preferencialmente recrutada quando há baixa produção do alelo 
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in vivo. Os autores sugerem que este achado revela um modelo molecular de 

como a expressão da LTα talvez regule geneticamente por alelo específico o 

recrutamento do repressor transcricional da ABF1. (KNIGHT, KEATING E 

KWIATKOWSKI, 2004). 

A questão inflamatória mediada pelo alelo Ltα+80C, em um estúdio 

realizado por Liu et al., (2006), sugere a indicação do uso de drogas 

antiinflamatórias não-esteróides como possivelmente apropriada para homens 

homozigotos para o alelo C do polimorfismo +80A/C do gene LTα, relacionado 

com o aumento da produção da proteína LTα e da apoptose pela via das 

caspases.  

Ozaki et al., em 2002 descreveram uma substituição de nucleotídeo de 

adenina por uma guanina na posição LTα+252. Estudos funcionais que 

utilizaram plasmídios contendo o fragmento genômico deste polimorfismo ligado 

ao gene da luciferase mostraram que a presença desta alteração no primeiro 

intron afeta a transcrição da proteína promovendo o aumento da atividade. 

Alguns dos polimorfismos da LTα parecem ser de importância funcional, pois 

aumentam o nível de transcrição e afetam a expressão e sua função biológica. 

Estudos realizados com fumantes aparentemente saudáveis na Coréia sugerem 

que o mesmo polimorfismo pode modular os efeitos inflamatórios e estresse 

oxidativo provocado pelo cigarro, com os efeitos observados mais claramente 

em homens homozigotos para o alelo LTα+252G (OZAKI et al., 2002; JANG et 

al., 2007).  

Análises de polimorfismos relacionados à inflamação, em 508 casos de 

seminomas ou não seminomas e 608 controles pareados por idade, etnia e data 

de coleta de amostra biológica, mostraram associação do Fator Transformador 

de Crescimento B1 (TGFB1) e da LTα/TNFα com aumento de risco de 

desenvolvimento de tumor de célula germinativa testicular. (PURDUE et al., 

2007). 
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Notou-se também que o alelo, LTα+252G, sem a presença do alelo 

LTα+80A pode estar associado à alta produção de LTα e conseqüências 

patológicas bem como a supressão ocasionada pelo alelo LTα+80A. (KNIGHT et 

al. 2004).  

Também dentro do microssatélite delimitado pelo TNFα e o C1-2A no 

MHC, Albertella e Campbell em 1994 identificaram um novo gene, nomeando-o 

inibidor do fator nuclear kapa B (IκBL ou NFkBIL1) que possui aproximadamente 

13,5kb de tamanho. Este gene codifica um membro diferente da família de 

proteínas de inibidores da cadeia kappa de células B e suas funções ainda não 

estão bem estabelecidas. (OMIM, 2010).  

A análise de Northern blot detectou 1,6 kb de RNA mensageiro7 do IkBL 

em vários tipos celulares, incluindo monócitos, células T e B e hepatócitos. Seu 

DNA complementar foi isolado de células leucêmicas, onde se identificou uma 

seqüência genômica codificante correspondente a 381 aminoácidos. Sua 

proteína contém uma repetição anquirina8 parcial e duas integrais, similar a de 

outras proteínas da família IkB. Entre os membros desta família estão: IkBα, 

IkBβ, IkBγ, IkBε, BCL3, p100, p105 e IkBL. (ALBERTELLA e CAMPBELL, 1994; 

MITERSKI, 2002).  

                                            

7 RNA mensageiro: Molécula de RNA que especifica a sequência de aminoácidos de uma proteína. 
Produzido por RNA splincing (em eucariotos) a partir de uma molécula maior de RNA, sintetizada pela 
RNA polimerase como uma cópia complementar do DNA. O mRNA é traduzido em proteína em um 
processo catalisado pelo ribossomo. ALBERTS et al. Molecular Biology of the cell. 3° edição – 1997. p G-
16 
8 Anquirina: Motivo protéico que contém uma sequência extensa de 33 aminoácidos que freqüentemente 
ocorrem em filas ordenadas que se dobram cooperativamente em estruturas que mediam o 
reconhecimento molecular via interações proteína-proteína. (ALBERTS et al. Molecular Biology of the cell. 
3° edição – 1997) 
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A principal função das proteínas IκBs está relacionada à regulação 

negativa da proteína NFkB, que é um fator de transcrição pleiotrópico9 envolvido 

em diversos processos imunológicos, pró-inflamatórios e apoptóticos. A família 

NFkB regula a transcrição de genes codificadores de citocinas, moléculas de 

adesão celular, receptores de superfície e outros fatores de transcrição 

relacionados com proliferação celular, angiogênese e câncer, modificando as 

respostas inflamatórias, que é atribuída ao controle transcricional e aos 

processos de fosforilação, ubiquitinação10 e degradação protéica. (GRUEN e 

WEISSMAN, 1997).  

A proteína inibitória IkBL encontra-se no citoplasma ligado à proteína 

NFkB, portanto atuando em sua atividade formando o complexo IκBL/NFkB, que 

impede a passagem da proteína NFkB para o núcleo, deixando-a inativa. Para a 

ativação da proteína NFkB, é necessário o desacoplamento da proteína IkBL por 

meio de ação fosforilativa, que ocorre através da ação de proteínas quinases 

especificas, como o complexo IkB quinase (IKK), composto por duas 

subunidades: a IKKα e IKKβ. Em seguida, a proteína IkBL recebe a adição de 

ubiquitina pela enzima ubiquitina ligase, sendo confinada à degradação pelo 

complexo proteossoma11 26S. O desmembramento do complexo IκBL/NFkB 

permite o transporte da NFkB para o núcleo, com conseqüente ligação ao DNA, 

aumentando a expressão do gene alvo. (GLEZER et al., 2002).  

Os polimorfismos genéticos situados na região promotora do gene IkBL 

podem alterar o possível motivo de ligação de fatores de transcrição δef1, usf1 e 

                                            

9 Pleiotrópico: Refere-se a um gene com expressão não restrita a um único tipo de célula ou órgão, sendo 
transcrito  em diversas localizações  e/ou em situações distintas do processo de desenvolvimento do 
organismo, ocasionando fenótipos diferentes segundo os contextos de expressão. (THOMPSON e 
THOMPSON, Genética Médica, 6° edição. p62) 
10 Ubiquitinação: Processo que ocorre nas células com a adição de moléculas de ubiquitina em uma 
proteína com o objetivo de ser reconhecida por um proteossoma para destruição proteolítica. (ALBERTS 
et al. Molecular Biology of the cell. 3° edição – 1997) 
11 Complexo Proteossoma: Complexo de proteínas agrupadas e presentes em grande número de cópias, 
responsável pela degradação de proteínas no citoplasma. Atuando sobre proteínas que forma marcadas 
para destruição, pela ligação covalente  de uma pequena proteína denominada ubiquitina.  (ALBERTS et 
al. Molecular Biology of the cell. 3° edição – 1997 pag 218-9) 
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e47  alterando a sua transcrição e portando a atividade do NFkB. (SEKIDO et 

al., 1994; BOODHOO et al., 2004). 

O polimorfismo -62A/T do gene IkBL foi descrito inicialmente por Allock et 

al. em 1999 por interromper a ligação do elemento E-box binding no promotor do 

gene  IκBL  - uma seqüência que também podem ser encontrada em regiões 

promotoras e potenciadoras da enorme variedade de linhagem de células B e T 

genes específicos. (ALLOCK et al., 2001).  

Yamashita et al. em 2002 indica que o fator de transcrição E2F1, 

provavelmente liga-se ao sitio -262T do gene IkBL, enquanto os fatores C-Rel, 

MZF1 e Sp1 devem se ligar ao sítio -262G. Deve-se considerar, entretanto, que 

estes fatores agem inversamente no processo apoptótico sendo o E2F1 induz a 

morte celular inibindo a ativação de sinais anti-apoptóticos estimulados inclusive 

pela via NFkB. (MORRIS, HROMAS e RAUSCHER III, 1994; PHILLIPS et al, 

1999) 

Estudos funcionais independentes relataram uma associação do alelo 

IκBL-62A com uma diminuição da atividade do promotor IκBL que pode resultar 

em desinibição do NF-κB responsável pela resposta inflamatória mediada. 

Apesar das eventuais conseqüências da presença do SPN no gene IκBL-62A/T 

serem estudados, a importância funcional das alterações no primeiro íntron do 

gene IκBL permanece desconhecida. Em geral, os polimorfismos intrônicos 

podem atuar como marcadores ligados as variantes funcionais. (KURYLOWICZ 

et al., 2009). 

A regulação direta de expressão IL-8/GRO-1 pela NF-kB foi confirmada 

com  super expressão de IκBα mutante, um inibidor da ativação de NFkB, em 

ambas as linhas de células humanas carcinoma epidermóide de cabeça e 

pescoço e um modelo murino de carcinoma epidermóide metastático, onde o 

agressivo padrão de crescimento do tumor foi inibido. (CHEN, 1999). 
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Estudos posteriores realizados por Chen (2008), em que a via NFkB é 

ativada em displasias e no carcinoma epidermóide, onde a intensidade de 

imunomarcação nuclear serve como um marcador protéico correlacionado com a 

progressão da displasia e diminuição da sobrevida em pacientes com carcinoma 

epidermóide de cabeça e pescoço. (CHEN, 2008). 

A ativação da NFkB leva à via de inflamação por caminhos diferentes e 

sua inibição pode conduzir à supressão do desenvolvimento do câncer, por isso 

ele é apontado como um possível alvo para o desenvolvimento de drogas 

anticâncer. (GARG e AGGARWAL, 2002; MAJDALAWIEH et al., 2007).  

Bronw et al. em 2008, ao realizar um estudo de revisão que visou avaliar a 

ativação e o papel desempenhado pelas proteínas NFKB na patogênese e como 

alvo de tratamento e prevenção do carcinoma, sugere que a utilização de 

agentes capazes de inibir o NFkB pode reduzir o crescimento tumoral e induzir a 

apoptose de células malignas. (BROWN et al. 2008) 

Estudos indicam que a proteína NF-kB é anormalmente ativada na maioria 

dos tumores e desempenha um papel na promoção da carcinogênese e 

progressão maligna. Alterações que afetam a expressão ou função de membros 

da família IkB como Bcl-3, IkBα e IkBε, foram observados em vários tipos de 

tumores. (KARIM et al., 2006, BASSÈRES e BALDWIN, 2006; AGGARWAL e 

GEHLOT, 2009) 

Diversos estudos focam nas vias de ativação do NFkB com a intenção de 

explicar alguns passos da carcinogênese e desenvolvimento das células 

tumorais da cavidade oral. Entender como isso acontece antes da liberação das 

porções de localização nuclear das subunidades de NFkBs através de seus 

ativadores e inibidores e identificar as alterações importantes nas proteínas que 

regulam essa via – como a Ltα e o IkBL – poderão indicar novos caminhos de 

prevenção ao desenvolvimento do carcinoma epidermóide de cavidade oral. 
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Avaliar os polimorfismos +80A/C e +252A/G do gene LTα e -62A/T e -262C/T do 

gene IkBL como fatores de risco para o desenvolvimento de carcinoma epidermóide de 

cavidade oral  

Avaliar os haplótipos desses polimorfismos como fatores de risco para o 

desenvolvimento do carcinoma epidermóide de cavidade oral 
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3.1 - Local de estudo 

O presente trabalho foi realizado no Laboratório de Biologia Molecular do 

Hospital Heliópolis e analisou os polimorfismos dos genes LTα e IkBL em 177 

indivíduos controles e 159 pacientes com carcinoma epidermóide de cavidade 

oral, atendidos no período de 2001 a 2006, com seguimento mínimo de 24 

meses após o término do tratamento inicial e desenvolvido no Hospital 

Heliópolis e no Instituto do Câncer  Arnaldo Vieira de Carvalho 

3.2 -  Aspectos éticos 

Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) do 

Hospital Heliópolis em 10 de junho de 2008, sob o número 622, é subprojeto do 

Projeto Genoma Clínico do Câncer de Cabeça e Pescoço, também aprovado 

pelo CEP do Hospital Heliópolis sob número 135 em 03 de outubro de 2005. 

(Anexos 1 e 2 – p73-74). Aprovado pelo comitê de ética e pesquisa da 

Faculdade de Ciências Médicas da Santa Casa de São Paulo. (Anexo 3 – p75). 

Todos os participantes do estudo possuem termo de consentimento livre e 

esclarecido assinado (Anexo 4 e 5 – p76-77), permitindo o uso do material 

biológico para pesquisa. 

3.3 - Critérios de inclusão e exclusão 

3.3.1 - Critérios de inclusão do grupo com carcinoma epidermóide 

• Parte da casuística do Projeto Genoma Clínico do Câncer de 

Cabeça e Pescoço (Projeto FAPESP n°: 04/12054-9) 

• Confirmação histológica de carcinoma epidermóide 
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• Amostra de sangue periférico 

• Cadastro de dados sócio demográfico 

• Sem diagnóstico de: 

o Condições psicóticas 

o Senilidade ou retardo mental e doenças do sistema nervoso 

central 

3.3.2 - Critérios de inclusão do grupo controle 

• Parte da casuística do Projeto Genoma Clínico do Câncer de 

Cabeça e Pescoço (Projeto FAPESP n°: 04/12054-9) 

• Amostra de sangue periférico 

• Cadastro de dados sócio demográfico 

• Sem histórico de câncer 

• Sem diagnóstico de: 

o Doenças relacionadas com o uso do tabaco e álcool 

o Doenças da cavidade oral, orofaringe, laringe, trato 

digestório,  

o Diabetes 

o Doenças auto-imunes 

o Condições psicóticas 

o Senilidade ou retardo mental e doenças do sistema nervoso 

central 
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3.3.3 - Critérios de exclusão para os dois grupos 

• Material genômico em quantidade insuficiente ou inviável após a 

extração do DNA 

3.4 - Casuística 

Os indivíduos participantes do estudo foram avaliados em relação à 

distribuição de suas características sócio-demográficas, que estão sumarizadas 

na tabela 1.  

Tabela 1: Características sócio-demográficas dos pacientes portadores de carcinoma epidermóide 
de cavidade oral e indivíduos controles.  
          

 Caso Controle 

  n (%) n (%) 

Gênero     

Feminino 24 15% 19 11% 

Masculino 135 85% 158 89% 

Faixa etária     

<40 12 8% 14 8% 
41 a 50 43 27% 64 36% 
51 a 60 56 35% 59 33% 
61 a 70 40 25% 29 16% 
> 70 8 5% 11 6% 

Etnia     

Branco 109 69% 99 56% 

Não Branco 47 30% 78 44% 

Não informado 3 2% 0 0% 

Etilismo     
Etilista 93 58% 85 48% 
Etilismo no passado 48 30% 57 32% 
Não etilista 18 11% 35 20% 

Tabagismo     
Não tabagista 10 6% 30 17% 
Tabagismo no passado 23 14% 57 32% 
Tabagismo atual 126 79% 90 51% 

TOTAL 159   177   
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A maioria dos indivíduos participantes do estudo era do sexo masculino – 

85% nos casos e 89% nos controles. Em relação à etnia, uma proporção maior 

de pessoas da raça branca foi observada,69% e 56% para controles e casos 

respectivamente.  

Em relação ao etilismo, 88% dos casos e 80% dos controles relataram 

fazer uso de bebidas alcoólicas freqüentemente por um período superior a 1 

ano. O tabagismo atual foi observado em aproximadamente 79% dos casos e 

51% dos controles, quanto ao uso do tabaco somente no passado (a mais de um 

ano a contar da data da entrevista) aproximadamente 14% dos casos e 32% dos 

controles declaram serem ex-tabagistas.  

3.5 - Material 

O material utilizado para a realização do estudo de polimorfismo, foi 

amostra de sangue periférico proveniente de indivíduos controles internados nos 

diversos serviços do Hospital Heliópolis e de pacientes com carcinoma 

epidermóide de cavidade oral do Hospital Heliópolis e do Instituto Arnaldo Vieira 

de Carvalho. O armazenamento foi realizado de acordo com as normas técnicas 

do Laboratório de Biologia Molecular do Hospital Heliópolis, fazendo parte do 

acervo de material do Projeto Genoma Clínico do Câncer de Cabeça e Pescoço 

e são da responsabilidade do Dr. Marcos Brasilino de Carvalho. 

Foram utilizados também os dados epidemiológicos, patológicos e clínicos 

que constam dos prontuários médicos dos pacientes e que estão 

disponibilizados no site do projeto Genoma Clínico do Câncer de Cabeça e 

Pescoço. <http://www.genomaclinico.fsp.usp.br/clinicalgenomics>.  
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3.6 - Métodos 

3.6.1 - Extração de DNA 

Para a extração do DNA de sangue, empregamos a metodologia de 

extração de DNA por sal, descrita por Miller et al., em 1988, na qual o sangue 

periférico coletado do pacientes foi misturado a 25 mL de tampão 1 (Quadro 1) 

e, em seguida homogeneizado por inversão e colocado no gelo por 30 minutos.  

Quadro 1: Reagentes utilizados para o preparo da solução do tampão 1. 

1550 mM Cloreto de Amônio 82,91 g 

100 mM Carbonato ácido de Potássio 10,01 g 

10 mM EDTA, pH: 7,4 50 mL de EDTA 0,2 M; pH: 7,4 

q.s.p. 1000 mL de Água Milli-Q  

 

Após esse período, o material sofreu uma centrifugação por 15 minutos a 

1800 rpm a 4°C e o sobrenadante descartado. Logo após, 5 mL do tampão 1 

(Quadro 2) foram adicionados ao pellet, e foi realizada uma nova centrifugação 

por 5 minutos a 1800 rpm a 4°C.  

Quadro 2: Reagentes utilizados para o preparo da solução de tampão 2.  

100 Mm Tris-HCl, pH: 8,0 10 mL Tris 1M, pH: 8,0 

4 M NaCl 23,38 g 

EDTA 10mL EDTA 0,2 M; pH: 8,2 

q.s.p. 1000 mL de Água Milli-Q  

 

Posteriormente foi descartado o sobrenadante e o pellet ressuspendido 

em 3 mL de tampão 2 (Quadro 3) através de agitação (Vórtex). Misturou-se à 

solução, 10 µL de proteinase-K e 300µL de SDS 10%.  
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Quadro 3: Reagentes utilizados para o preparo da solução de TE (tris-EDTA).  

10 mM Tris 1 mL Tris 1 M, pH: 7,5 

1 mM EDTA 0,5 mL EDTA 0,2 M; pH: 7,4 

q.s.p. 1000 mL de Água Milli-Q  

 

Em seguida, a solução foi incubada a 37°C por 16 horas. Após o período 

de 16 horas, 1 mL de NaCl saturado (6 M) foi incluído à solução sendo 

homogeneizada vigorosamente por 15 segundos (Vórtex), sendo centrifugada 

em seguida por 20 minutos a 3000 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi 

transferido para outro tubo, com a adição de dois volumes de etanol absoluto 

em temperatura ambiente propiciando a precipitação do DNA, que foi içado e 

lavado em etanol 70% em temperatura ambiente. Posteriormente, o DNA foi 

dissolvido em um tubo contendo 800 µL de TE, e incubado a 65°C por 30 

minutos para a degradação de proteínas e DNAses com solução de Proteinase-

K. Logo após esse período as amostras de DNA foram armazenadas em freezer 

a -20ºC.  

As amostras na qual a extração por sal foi inviável, foram encaminhados 

para a extração de DNA por coluna segundo os protocolos da QUIAGEN 

minikit de extração DNA genômico de sangue por coluna de sílica.  
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Para confirmação da eficiência da extração pela metodologia por sal as 

amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 0,5% e 

posteriormente coradas com brometos de etídeo (1mg/mL). (SAMBROOK e 

RUSSEL, 2006). (Figura 3). 

Figura 3: Gel de confirmação da eficiência da extração de DNA pela metodologia de 
Salting out  

A coluna M refere-se ao marcador de peso molecular de 1kb e nas colunas 2, 3 e 4, 3uL de DNA 
extraído. 

Foram adicionados aos microtubos (Eppendorff® 1,5 mL) 500 µL de 

solução de extração e 100 µL de sangue total. Houve a incubação desta solução 

por 5 minutos em temperatura ambiente e logo após, procedeu-se à 

transferência do material para a coluna de purificação acoplada a um microtubo 

de 2mL. A solução passou por uma centrifugação de 1 minuto a 8.000 rpm em 

microcentrífuga Eppendorff® 520R. Após a centrifugação, a solução que passou 

pela membrana de sílica foi descartada. Acrescentou-se novamente 500 µL de 

solução de extração para uma nova centrifugação de 1 minuto a 10.000 rpm. 

Houve o descarte do centrifugado.  

Em seguida, procedeu-se à etapa de lavagem do material através da 

adição de 500 µL de solução de lavagem “wash solution” com etanol e 

M     1       2       3      4M     1       2       3      4
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centrifugação por 3 minutos a 13.000 rpm. O centrifugado foi descartado e em 

seguida a coluna foi transferida para um tubo limpo devidamente etiquetado de 

1,5mL (tubo definitivo). Foram adicionados à coluna 100 µL de água autoclavada 

previamente aquecida a 70ºC. Incubou-se a solução em temperatura ambiente 

por 1 minuto para uma nova centrifugação por 1 minuto a 10.000 rpm. A coluna 

de sílica foi retirada dos microtubos e o DNA foi armazenado no freezer a -20ºC. 

3.6.2 - Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

A partir da solução com DNA extraído, realizaram-se as reações de PCR 

utilizando primers específicos para os genes LTα e IkBL que foram desenhados 

e utilizados nas reações para delimitar a região genômica a ser amplificada. 

(Quadro 4). (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer). 

Na reação de PCR foram utilizados de 100 a 200ng de DNA genômico 

para um volume total de reação de 50-µL, 10 mmol/L Tris-HCl (pH 8.3), 50 

mmol/L KCl, 200 µmol/L de cada deoxy-NTPs, 1.5 mmol/L de MgCl2, 1 U Taq 

DNA polimerase (Life Technologies, Inc®, Rockville, MD, USA) e 25 pmoL de 

cada primer específico (Biobrás®, São Paulo, SP, Brasil). (Quadro 4) 

Quadro 4: Número de registro do polimorfismo no banco de dados disponibilizado no Gene Bank 
e primers utilizados nas reações de PCR  
Genes/posição SNP Alelos Primers 

F - 5' CCT GTG TTT AAG AAG CTC GG GC 3' 
-62 rs2071592 A / T 

R - 5' CCT GTG TTT AAG AAG CTC GG 3' 

F - 5' CCT CTC TCT GCC AAG TTA GAG GAG GCG CG 3' 
IΚBL 

-262 rs3219184 C / T 
R - 5' GGG CCG TCT GAA ACC AGA AGA CTG G 3' 

F - 5' GAG AGA CAG GAA GGG AAC AGA G 3' 
+252 rs909253 A / G 

R - 5' GTG CTT CGT GCT TTG GAC TAC CGC TC 3' 

F - 5' GAG AGA CAG GAA GGG AAC AGA G 3' 
LTα 

+80 rs2239704 A / C 
R - 5' GTG CTT CGT GCT TTG GAC TAC CGC TC 3' 

As bases sublinhadas foram modificadas para a criação de um sítio de restrição para a endonuclease 
especifica 
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As condições de ciclagem para gerar o fragmento de 226pb LTα incluem 

uma desnaturação por 5 minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos de 94°C por 45 

segundos, anelamento durante 30 segundos em temperatura de 60°C e 

extensão por 1 minuto a 72°C, para amplificação do gene IκBL duas ciclagens 

distintas foram necessárias, uma para amplificação da região do polimorfismo -

62 sendo desnaturação por 5 minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos de 94°C por 

45 segundos, anelamento durante 30 segundos em temperatura de 58°C e 

extensão por 1 minuto a 72°C e para amplificação da região do polimorfismo -

262 uma desnaturação por 5 minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos de 94°C por 

45 segundos, anelamento durante 30 segundos em temperatura de 58°C e 

extensão por 1 minuto a 72°C. 

Aproximadamente 3uL do produto de PCR foi testada através de 

eletroforese em gel de agarose 1% e corados com brometo de etídio (1mg/mL) 

para confirmação da eficiência da reação de amplificação. (SAMBROOK e 

RUSSEL, 2006). 

3.6.3 - Digestão com Endonucleases de Restrição12 - RFPL 

Para as reações de digestão de cada fragmento específico, obtidos após a 

reação de PCR, foram utilizados 10µL do produto de PCR para 0,5µL das enzimas 

PvuII, AciI , NcoI, BseYI (5U; New England Biolabs, Berverly, MA, USA), 2µL de  

NEBuffer e 0,2µL de bovine serum albumin (100mgL-1) para um volume final de 20µL de 

reação. Estes componentes foram incubados em temperatura específica conforme a 

orientação do fabricante (Quadro 5), e após o término da reação, 10µL da reação de 

digestão foram misturados ao corante Loading Buffer e submetidos à eletroforese em 

                                            

12 Endonuclease de restrição: Uma entre enorme variedade de nucleases que podem clivar uma molécula 
de DNA em qualquer sítio onde uma pequena sequência de nucleotídeos ocorre. (ALBERTS et al. 
Molecular Biology of the cell. 3° edição – 1997. pG-8.) 
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gel de poliacrilamida 12% (acrilamida/bis acrilamida) e corado com brometo de etídio 

(1mg/mL). (SAMBROOK e RUSSEL, 2006).  

Quadro 5: Reagentes e condições para reação de digestão com endonuclease de restrição e sítio 
de reconhecimento da enzima 

Genes/posição Alelos Tempo Enzima Sítio de restrição T° Buffer Enzima 

5' C A G C T G 3' 
-62 A / T PvuII 

3' G T C G A C 5' 
NE Buffer 2 PvuII 

5' C C G C 3' 
IΚBL 

-262 C / T AciI 
3' G G C G 5' 

NE Buffer 3 AciI 

5' C C A T G G 3' 
252 A / G NcoI 

3' G G T A C C 5' 
NE Buffer 4 NcoI 

5' C C C A G C 3' 
LTα 

80 A / C 

Overnigth 

BseY I 
3' G G G T C C 5' 

37°C 
 

NE Buffer 3 BseY I 

3.6.4 - Forma de análise dos resultados do estudo dos polimorfismos 

O programa de análise de imagens utilizada para a visualização das 

imagens obtidas nos géis de PCR e digestão foi o Gel Quant Olimpus® Camedia 

C-5060 Wide Zoom. 

As bandas constituídas de fragmentos menores de 30pb, não são 

visualizadas quando submetida a eletroforese em géis de poliacrilamida nesta 

concentração. No entanto, este não foi o fragmento utilizado para diferenciar os 

genótipos em nenhum dos polimorfismos estudados.  
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O polimorfismo +80A/C do gene LTα cria um sítio de restrição para a 

enzima BseYI. A endonuclease de restrição reconhece o sítio CCCAGC. 

Indivíduos homozigotos para o alelo A foram identificados no gel através de 

duas bandas produtos de digestão com 198 e 28 pares de base. Indivíduos 

heterozigotos para o polimorfismo apresentaram um padrão com 3 bandas com 

226, 198 e 28 pares de base. Os indivíduos homozigotos para o alelo C 

apresentaram uma única banda com 226 pares de base como mostrado na 

Figura 4.  

Figura 4: Fotografia de gel poliacrilamida 12% corado com brometo de etídio onde 
visualizamos os resultados da reação de restrição do polimorfismo +80A/C do gene 
LTα. 
As colunas 1 e 8 referem-se aos genótipos homozigotos para o alelo C (226pb), as colunas 2, 3, 5 e 6 
aos genótipos heterozigotos (226 e 198pb) , a coluna 4 ao genótipo homozigoto para o alelo A (198pb) e 
a coluna M refere-se ao marcador de peso molecular de 100 pares de bases. 

O polimorfismo +252A/G do gene LTα cria um sítio de restrição para a 

enzima NcoI. A endonuclease de restrição reconhece o sítio CCATGG. 

1

CC    AC           AC   AA   AC    AC           CC

1      2       M     3      4       5       6       7      8 

CC    AC           AC   AA   AC    AC           CC

1      2       M     3      4       5       6       7      8 
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Indivíduos homozigotos para o alelo G foram identificados no gel através de 

duas bandas produtos de digestão com 194 e 32 pares de base. Indivíduos 

heterozigotos para o polimorfismo apresentaram um padrão com 3 bandas com 

226, 194 e 32 pares de base. Os indivíduos homozigotos para o alelo A 

apresentaram uma única banda com 226 pares de base como mostrado na 

Figura 5. 

Figura 5: Fotografia de gel poliacrilamida 12% corado com brometo de etídio onde 
visualizamos os resultados da reação de restrição do polimorfismo +252A/G do gene 
LTα.  
As colunas 1, 2, 4, 5, 6, 8 e 9 referem-se aos genótipos de homozigose para o alelo A (226pb), as 
colunas 3 e 7 referem-se ao genótipo heterozigoto (226 e 194pb) e a coluna M refere-se ao marcador de 
peso molecular de 100 pares de bases. 

1
2

M      1       2       3      4       5       6      7       8 9

AA   AA   AG   AA  AA   AA   AG   AA AA

M      1       2       3      4       5       6      7       8 9

AA   AA   AG   AA  AA   AA   AG   AA AA
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O polimorfismo -62A/T do gene IkBL cria um sítio de restrição para a 

enzima PvuII. A endonuclease de restrição reconhece o sítio CAGCTG. 

Indivíduos homozigotos para o alelo A foram identificados no gel através de 

duas bandas produtos de digestão com 84 e 23 pares de base. Indivíduos 

heterozigotos para o polimorfismo apresentaram um padrão com 3 bandas com 

107, 84 e 23 pares de base. Os indivíduos homozigotos para o alelo T 

apresentaram uma única banda com 107 pares de base como mostrado na 

Figura 6.  

Figura 6: Fotografia do gel de poliacrilamida 12% corado com brometo de etídio, onde 
visualizamos os resultados da reação de digestão do polimorfismo -62A/T do gene 
IkBL.  
As colunas 1, 6, 7, 8 e 9  referem-se genótipos T/T (107pb), as colunas 2 e 5 ao genótipo A/A (84pb),  as 
colunas 3 e 4 A/T (107 e 84pb) e a coluna M refere-se ao marcador de peso molecular de 100 pares de 
bases. 

TT   AA    AT   AT   AA    TT    TT    TT   TT

M    1      2       3       4       5      6      7     8       9

TT   AA    AT   AT   AA    TT    TT    TT   TT

M    1      2       3       4       5      6      7     8       9
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O polimorfismo -262C/T do gene IkBL cria um sítio de restrição para a 

enzima AciI. A endonuclease de restrição reconhece o sítio CCGC. Indivíduos 

homozigotos para o alelo C foram identificados no gel através de duas bandas 

produtos de digestão com 91 e 29 pares de base. Indivíduos heterozigotos para 

o polimorfismo apresentaram um padrão com 3 bandas com 120, 91 e 29 pares 

de base. Os indivíduos homozigotos para o alelo T apresentaram uma única 

banda com 120 pares de base como mostrado na Figura 7. 

Figura 7: Fotografia de gel poliacrilamida 12% corado com brometo de etídio onde 
visualizamos os resultados da reação de restrição do polimorfismo -262C/T do gene 
IΚBL. 
As colunas 1, 4, 6, 7 e 8  referem-se ao genótipo de homozigose para o alelo T (120pb), as colunas 2, 3 e 
9 referem-se a heterozigose (120 e 91pb) e a coluna M refere-se ao marcador de peso molecular de 100 
pares de bases. 

1     M    2       3      4     5       6       7      8     9

TT          CT    CT   TT           TT    TT    TT    CT

1     M    2       3      4     5       6       7      8     9

TT          CT    CT   TT           TT    TT    TT    CT

1
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3.6.5 - Definição dos haplótipos 

As associações entre as doenças e o mapeamento nesta região (6p21.3) 

se mostram problemáticas devido à extensão dos desequilíbrios de ligação e 

dificuldades de definir a funcionalidade das variantes importantes e certamente 

os alelos devem ocorrer em combinação com freqüência que precisa ser 

previsto em um estudo randomizado. (TAYLOR et al. 2008; KURLINOWITS et 

al., 2009).  

Definimos, portanto, os haplótipos a serem utilizados. Trata-se de uma 

região em que desequilíbrios de ligação significativos foram descritos e por se 

caracterizar como uma região altamente conservada entre as espécies optamos 

por montar os haplótipos a partir da descrição do banco de dados de 

polimorfismos de base única disponibilizados pelo NCBI. A partir da definição 

dos alelos ancestrais e variantes para cada polimorfismo agrupamos em 

homozigose do alelo ancestral mais heterozigose (denominado como presença 

do alelo ancestral) e avaliou-se o risco de desenvolvimento de carcinoma 

epidermóide de cavidade oral em relação a homozigose do alelo variante. Para 

cada um dos polimorfismos os haplótipos foram avaliados a partir dos grupos 

que se seguem. (Quadro 6) 

Quadro 6: Definição dos haplótipos referente a cada polimorfismo estudado (IkBL-62A/T, IkBL-
262C/T, LTα+80A/C e +252A/G 
Genes SNP Alelos Genótipos Haplótipo 

-62 rs2071592 A - Ancestral A/A AA e AT - Presença do alelo ancestral 
    T - Variante A/T TT - Homozigose do alelo variante 
      T/T   
-262 rs3219184 C - Ancestral C/C CC e CT - Presença do alelo ancestral 
    T - Variante C/T TT - Homozigose do alelo variante 

IΚBL 

      T/T   
+252 rs909253 A - Ancestral A/A AA e AG - Presença do alelo ancestral 
    G - Variante A/G GG - Homozigose do alelo variante 
      G/G   
+80 rs2239704 A - Ancestral A/A AA e AC - Presença do alelo ancestral 
    C - Variante A/C CC - Homozigose do alelo variante 

LTα 

      C/C   
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Para avaliar a interferência da presença dos polimorfismos dos genes 

estudados em relação ao desenvolvimento do carcinoma epidermóide de 

cavidade oral, realizou-se uma regressão logística ajustada para as variáveis de 

confusão com valor de p<0,2 na análise univariada explanatória da 

caracterização sócio-demografica. (gênero, etnia, tabagismo e etilismo) 

3.6.6 - Estatística 

A população do estudo de polimorfismos foi testada quanto ao equilíbrio 

de Hardy Weinberg e a normalidade das variáveis estudadas foi calculada 

utilizando a regressão logística binária através do qui-quadrado e teste exato de 

Fisher, com o teste do nível de significância de Lilliefors (significância de 

p<0,05).  

A análise univariada das variáveis qualitativas permitiu escolher aquelas a 

serem incluídas na modelagem múltipla (ponto de corte: nível descritivo p≤0,20) 

e foi realizada como forma de caracterizar a casuística estudada.  

Para modelagem do risco de desenvolvimento de tumor, utilizamos o 

método stepwise forward e as características que se apresentaram como 

variáveis de interferência (p>0,2) foram utilizadas para a modelagem. Isto 

aconteceu quanto ao gênero, etnia e tabagismo. Assim, estes dados foram 

utilizados na regressão logística. O odds ratio (OR) e o intervalo de confiança de 

95% (IC 95%). 

Considerando ainda a proximidade física dos genes – ambos localizados 

no locus TNF do MCH – realizou-se análise bivariada avaliando o grupo com a 

homozigose dos alelos ancestrais agrupados aos heterozigotos contra a 

homozigose dos alelos variantes dos quatro polimorfismos estudados, através 

do teste Exato de Fisher devido às características de distribuição dos grupos.  
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A análise molecular dos polimorfismos IkBL -262/-62 e LTα +80/+252 foi 

realizada em 159 indivíduos diagnosticados com carcinoma epidermóide de 

cavidade oral, proveniente dos serviços de cirurgia dos centros participantes do 

estudo e de 177 indivíduos controles internados no Hospital Heliópolis. A 

distribuição das variáveis sócio-demográficas foi avaliada pelo teste de qui-

quadrado. (Tabela 2) 

Tabela 2: Análise das características sócio-demográficas dos pacientes portadores de carcinoma 
epidermóide de cavidade oral e indivíduos controles.  
            

 Caso Controle P 

  n (%) n (%)   

Gênero      

Feminino 24 15% 19 11% 

Masculino 135 85% 158 89% 
0,2323 

Faixa etária      

<40 12 8% 14 8% 

41 a 50 43 27% 64 36% 

51 a 60 56 35% 59 33% 

61 a 70 40 25% 29 16% 

> 70 8 5% 11 6% 

0,2383 

Etnia      

Branco 109 69% 99 56% 

Não Branco 47 30% 78 44% 

Não informado 3 2% 0 0% 

0,0088 

Etilismo      
Etilista 93 58% 85 48% 
Etilismo no passado 48 30% 57 32% 

Não etilista 18 11% 35 20% 
0,0597 

Tabagismo      

Não tabagista 10 6% 30 17% 
Tabagismo no passado 23 14% 57 32% 

Tabagismo atual 126 79% 90 51% 
0,0026 

TOTAL 159   177     

* Significância valor de p <0,05 

Considerando o gênero, idade e hábitos como fatores de risco 

consagrados para o desenvolvimento do carcinoma epidermóide de cabeça e 

pescoço a amostra foi avaliada em relação a estes indicadores epidemiológicos.  
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As variáveis: etnia, etilismo e tabagismo apresentaram, após teste de qui-

quadrado, valor menor que 0,2 (0,0088; 0,0597 e 0,0026, respectivamente), 

sendo consideradas portanto, nas análises de regressão logística posteriores. A 

análise de distribuição de gênero e da idade dos indivíduos estudados não 

indicaou diferenças significativas entre os dois grupos. (Tabela 2) 

Após genotipagem e tabulação dos dados, os polimorfismos foram 

estudados em relação ao equilíbrio de Hardy-Weimberg. A população controle 

encontra-se em equilíbrio em relação a distribuição dos polimorfismos 

estudados, com exceção do IKBL-62, os indivíduos do grupo caso encontra-se 

em equilíbrio para os dois polimorfismos estudados do gene LTα mas não dos 

polimorfismo do gene IkBL. 

Quando somamos as duas populações (casos e controles) e as 

estudamos como uma população única, observamos há equilíbrio para os dois 

polimorfismos do gene LTα e para os polimorfismos do gene IkBL a população 

não está em equilíbrio. (Tabela 3). 

Tabela 3: Distribuição de alelos segundo a teoria do equilíbrio de Hardy-Weimberg em pacientes 
com carcinoma epidermóide de cavidade oral e em indivíduos controles e população total (caso e 
controle) em relação a presença dos polimorfismos dos genes IkBL-62, IkBL-262, Lta+80 e 
Lta+252.  

                  

      Caso p* Controle p* TOTAL p* 

AA 67 67 134 
AT 46 72 118 -62 

TT 32 

0,0001 

17 

0,72 

49 

0,0102 

CC 12 12 24 
CT 14 23 37 

Ik
B

L
 

-262 

TT 127 
7,7197E-13 

117 
0,00 

244 
6,0632E-18 

AA 32 14 46 

AC 55 88 143 80 

CC 40 

0,1417 

30 

0,00 

70 

0,0670 

AA 63 81 144 
AG 61 85 146 

L
ta

 

252 

GG 21 

0,3260 

10 

0,04 

31 

0,4923 

 * Significância valor de p <0,05 
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Na correlação bivariada da análise de risco para o desenvolvimento do 

carcinoma epidermóide de cavidade oral foi avaliado em 145 pacientes e 156 

controles e a distribuição dos alelos variantes do polimorfismo IkBL-62  

apresentou resultados significativos entre os grupos. (Tabela 4) 

Tabela 4: Análise de risco para o desenvolvimento de carcinoma epidermóide de cavidade oral em 
relação a presença do polimorfismo IkBL-62 em pacientes com carcinoma epidermóide de 
cavidade oral e indivíduos controles. 
            

 Caso Controle P 

  n (%) n (%)   

IKBL -62AA 67 46% 67 43% 
IKBL -62AT 46 32% 72 46% 

IKBL -62TT 32 22% 17 11% 
0,0070 

TOTAL 145 100% 156 100%   

* Significância valor de p <0,05 

Tabela 5: Regressões logísticas ajustadas segundo variáveis tabagismo, etilismo e etnia (stepwise 
foward) para o desenvolvimento de carcinoma epidermóide de cavidade oral em relação a 
presença do polimorfismo IkBL – 62. 
          

  OR I.C. (95%) p 

IKBL -62(AT/ AA)  0,6389 0,3869 1,0550 0,0800 
IKBL -62(TT/ AA)  1,8824 0,9548 3,7108 0,0678 
     
IKBL -62(AT/ AA)  0,6864 0,4067 1,1584 0,1587 
IKBL -62(TT/ AA)  1,9533 0,9541 3,9989 0,0670 
Tabagismo atual 4,7929 2,1074 10,9002 0,0002 
Tabagismo no passado 1,6373 0,6486 4,1328 0,2966 
     
IKBL -62(AT/ AA)  0,6826 0,4041 1,1529 0,1533 
IKBL -62(TT/ AA)  1,9374 0,9424 3,9828 0,0721 
Tabagismo atual 4,2379 1,7973 9,9923 0,0010 
Tabagismo no passado 1,4739 0,5687 3,8198 0,4246 
Etilismo atual 1,4119 0,6720 2,9666 0,3626 
Etilismo no passado 1,3972 0,6323 3,0875 0,4083 
     
IKBL -62(AT/ AA)  0,7315 0,4277 1,2509 0,2534 
IKBL -62(TT/ AA)  1,9864 0,9549 4,1321 0,0663 
Tabagismo atual 4,5386 1,8990 10,8474 0,0007 
Tabagismo no passado 1,5620 0,5956 4,0966 0,3646 
Etilismo atual 1,5226 0,7084 3,2727 0,2815 
Etilismo no passado 1,5753 0,6952 3,5694 0,2762 
Etnia (Não Branco) 0,4540 0,2710 0,7605 0,0027 
* Significância valor de p <0,05 
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Ao inserir as variações do gene IkBL-62 no modelo de regressão logística, 

considerando a homozigose de A como risco um, a homozigose do alelo T indica 

aumento de risco de aproximadamente 1,88 vez, no entanto, a probabilidade (p) 

é maior que 0,05, não representando portanto uma variável de interferência no 

desfecho. (Tabela 5) 

Ao adicionarmos as outras variáveis de interferência no modelo o aumento 

de risco indicado pela homozigose do alelo T se mantêm, mas em todas as 

modelagens o valor de p é maior de 0,05. (Tabela 5) 

O haplótipo formado a partir da junção dos indivíduos com a presença do 

alelo A, na posição -62 do gene IkBL (AA+AT) considerado risco um contra a 

homozigose do alelo T na mesma posição apresentou valores significativos. 

(Tabela 6)  

Tabela 6: Análise de risco para o desenvolvimento de carcinoma epidermóide de cavidade oral em 
relação ao haplótipo do polimorfismo do gene IkBL-62 em pacientes com carcinoma epidermóide 
de cavidade oral e indivíduos controles. 
           

 Caso Controle p 

  n (%) n (%)   

IKBL -62 AA+AT 113 78% 139 89% 
IKBL -62 TT 32 22% 17 11% 

0,0087 

TOTAL 145 100% 156 100%   

* Significância valor de p <0,05 

No modelo de regressão a homozigose do alelo T indica um aumento de 

risco de desenvolvimento de carcinoma epidermóide de aproximadamente 2 

vezes. Ao adicionarmos as variáveis interferentes no modelo, o risco conferido 

pela homozigose do alelo IKBL-62T tem um discreto decréscimo a cada variável 

adicionada, indicando na modelagem final aumento de risco de 2,29 vezes, 

sendo o tabagismo atual a variável de interferência com valores significantes 

(aumento de risco de 4,59 vezes), no entanto apresenta intervalo de confiança 

de 1,93 - 10,97. (Tabela 7) 
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Tabela 7: Regressões logísticas ajustadas segundo variáveis tabagismo, etilismo e etnia (stepwise 
foward) para o desenvolvimento de carcinoma epidermóide de cavidade oral em relação ao 
haplótipo do polimorfismo do gene IkBL-62. 
          

  OR I.C. (95%) p 
IKBL -62(TT/AA+AT)  2,3155 1,2228 4,3845 0,0100 
     
IKBL -62(TT/AA+AT)  2,3177 1,1779 4,5604 0,0149 
Tabagismo atual 4,8235 2,1247 10,9501 0,0002 
Tabagismo no passado 1,5937 0,6334 4,0099 0,3222 
     
IKBL -62(TT/AA+AT)  2,3038 1,1658 4,5527 0,0163 
Tabagismo atual 4,2939 1,8259 10,0976 0,0008 
Tabagismo no passado 1,4386 0,5569 3,7160 0,4526 
Etilismo atual 1,3901 0,6631 2,9139 0,3831 
Etilismo no passado 1,3918 0,6315 3,0676 0,4122 
     
IKBL -62(TT/AA+AT)  2,2882 1,1450 4,5730 0,0191 
Tabagismo atual 4,5980 1,9273 10,9698 0,0006 
Tabagismo no passado 1,5326 0,5857 4,0102 0,3843 
Etilismo atual 1,5156 0,7057 3,2551 0,2863 
Etilismo no passado 1,5843 0,6998 3,5869 0,2697 
Etnia (Não Branco) 0,4419 0,2645 0,7383 0,0018 

* Significância valor de p <0,05 

Na análise de risco para o desenvolvimento do carcinoma epidermóide de 

cavidade oral a variação de bases no polimorfismo IkBL-262, foram avaliados 

153 pacientes e 152 controles, a homozigose do alelo T mais frequente nas 

duas populações estudadas e a distribuição dos grupos não indicou interferência 

do polimorfismo no desfecho, sendo o valor desta análise maior que 0,05. 

(Tabela 8) 

Tabela 8: Análise de risco para o desenvolvimento de carcinoma epidermóide de cavidade oral em 
relação a presença do polimorfismo do gene IkBL-262 em pacientes com carcinoma epidermóide 
de cavidade oral e indivíduos controles. 

      

 Caso Controle p 

 n (%) n (%)  

IKBL -262CC 12 8% 12 8% 
IKBL -262CT 14 9% 23 15% 
IKBL -262TT 127 83% 117 77% 

0,2731 

TOTAL 153 100% 152 100%  

 * Significância valor de p <0,05  
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Após montarmos as possíveis combinações entre os haplótipos do gene 

IKBL (-62 e -262), foi realizada análise bivariada nos 143 pacientes com 

carcinoma e 137 indivíduos controles. (Tabela 9) 

Tabela 9: Análise de risco para o desenvolvimento de carcinoma epidermóide de cavidade oral em 
relação a combinação dos haplótipos dos polimorfismos do gene IkBL-62 e -262 em pacientes 
com carcinoma epidermóide de cavidade oral e indivíduos controles. 
            

 Caso Controle p 
  n (%) n (%)   

IKBL -62AA+AT -262CC+TT 21 15% 29 21% 
IKBL -62AA+AT -262TT 89 62% 93 68% 
IKBL -62TT -262CC+CT 5 3% 6 4% 
IKBL -62TT -262TT 28 20% 9 7% 

0,0112 

TOTAL 143 100% 137 100%   
* Significância valor de p <0,05  

Tabela 10: Regressões logísticas ajustadas segundo variáveis tabagismo, etilismo e etnia 
(stepwise foward) para o desenvolvimento de carcinoma epidermóide de cavidade oral em relação 
a combinação dos haplótipos dos polimorfismos do gene IkBL-62 e -262. 
          

  OR I.C. (95%) p 
     
IKBL (-62AA+AT -262TT/ -62AA+AT -262CC+TT)  1,3216 0,7022 2,4872 0,3875 
IKBL (-62TT -262CC+CT/ -62AA+AT -262CC+TT)  1,1508 0,3096 4,2778 0,8339 
IKBL (-62TT -262TT/ -62AA+AT -262CC+TT)  4,2963 1,682 10,9739 0,0023 
     
IKBL (-62AA+AT -262TT/ -62AA+AT -262CC+TT)  1,2332 0,6312 2,4093 0,5396 
IKBL (-62TT -262CC+CT/ -62AA+AT -262CC+TT)  0,8719 0,2172 3,4997 0,8467 
IKBL (-62TT -262TT/ -62AA+AT -262CC+TT)  4,321 1,5668 11,9168 0,0047 
Tabagismo atual 6,3961 2,632 15,5434 0,0000 
Tabagismo no passado  1,9682 0,7333 5,2823 0,1789 
     
IKBL (-62AA+AT -262TT/ -62AA+AT -262CC+TT)  1,2126 0,6185 2,3775 0,5746 
IKBL (-62TT -262CC+CT/ -62AA+AT -262CC+TT)  0,8056 0,1971 3,2922 0,7635 
IKBL (-62TT -262TT/ -62AA+AT -262CC+TT)  4,2462 1,5254 11,8210 0,0056 
Tabagismo atual 5,8287 2,3188 14,6513 0,0002 
Tabagismo no passado  1,7294 0,6244 4,7895 0,2919 
Etilismo atual 1,2805 0,5818 2,8181 0,5390 
Etilismo no passado 1,5134 0,6469 3,5406 0,3393 
     
IKBL (-62AA+AT -262TT/ -62AA+AT -262CC+TT)  1,1444 0,5748 2,2783 0,7011 
IKBL (-62TT -262CC+CT/ -62AA+AT -262CC+TT)  0,8573 0,2086 3,5237 0,8309 
IKBL (-62TT -262TT/ -62AA+AT -262CC+TT)  4,1286 1,4454 11,7925 0,0081 
Tabagismo atual 6,2807 2,4742 15,9432 0,0001 
Tabagismo no passado  1,8439 0,6587 5,1615 0,2440 
Etilismo atual 1,3238 0,5882 2,9808 0,4981 
Etilismo no passado 1,6021 0,6673 3,8463 0,2916 
Etnia (Não Branco) 0,4542 0,2644 0,7801 0,0042 
* Significância valor de p <0,05 
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A análise de risco considerando a combinação dos haplótipos dos 

polimorfismos do gene IkBL, apresentou valores significativos para o aumento 

de risco em aproximadamente 4 vezes quando avaliamos a homozigose do alelo 

T nas duas posições quando consideramos o grupo com a presença dos alelos 

ancestrais como risco 1 (IKBL -62AA+AT -262CC+TT). (Tabela 10) 

Análise de risco para o desenvolvimento do carcinoma epidermóide de 

cavidade oral foi avaliado em 127 pacientes e 131 controles em relação a 

presença do polimorfismo na região +80 do gene LTα apresentou resultados 

significativos. (Tabela 11) 

Tabela 11: Análise de risco para o desenvolvimento de carcinoma epidermóide de cavidade oral 
em relação a presença do polimorfismo do gene LTα+80 em pacientes com carcinoma 
epidermóide de cavidade oral e indivíduos controles. 

            

 Caso Controle p 

  n (%) n (%)   

Lta +80AA 32 25% 14 11% 
Lta +80AC 55 43% 88 67% 
Lta +80CC 40 31% 29 22% 

0,0003 

TOTAL 127 100% 131 100%   

 * Significância valor de p <0,05 

Ao incluirmos o polimorfismo LTα+80 no modelo de regressão, 

considerando a homozigose do alelo A como risco um, observou-se que a 

heterozigose indica ser um fator de proteção, com resultados significativos. Ao 

inserirmos as outras variáveis selecionadas, observamos que o valor indicativo 

de proteção ao desenvolvimento do risco manteve-se abaixo do valor de 0,05, 

sendo apenas o tabagismo atual a variável interferente nesta modelagem. 

(Tabela 12) 
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Tabela 12: Regressões logísticas ajustadas segundo variáveis tabagismo, etilismo e etnia 
(stepwise foward) para o desenvolvimento de carcinoma epidermóide de cavidade oral em relação 
a presença do polimorfismo LTα+80. 

          

  OR I.C. (95%) p 

Lta +80(AC/ AA)  0,2734 0,1341 0,5576 0,0004 
Lta +80(CC/ AA)  0,6034 0,2741 1,3286 0,2097 

     
Lta +80(AC/ AA)  0,2571 0,1209 0,5467 0,0004 
Lta +80(CC/ AA)  0,6458 0,2795 1,4921 0,3062 
Tabagismo atual 3,4157 1,4433 8,0834 0,0052 
Tabagismo no passado 0,7881 0,2972 2,0898 0,6322 
     
Lta +80(AC/ AA)  0,2552 0,1194 0,5455 0,0004 
Lta +80(CC/ AA)  0,6552 0,2819 1,5224 0,3256 
Tabagismo atual 3,3327 1,3621 8,1539 0,0084 
Tabagismo no passado 0,8197 0,3015 2,2289 0,6969 
Etilismo atual 1,1794 0,5319 2,6151 0,6846 
Etilismo no passado 0,9025 0,3849 2,1162 0,8135 
     
Lta +80(AC/ AA)  0,2132 0,0969 0,4690 0,0001 
Lta +80(CC/ AA)  0,5534 0,2324 1,3176 0,1813 
Tabagismo atual 3,8665 1,5419 9,6957 0,0039 
Tabagismo no passado 0,9892 0,3559 2,7492 0,9834 
Etilismo atual 1,3217 0,5819 3,0023 0,5052 
Etilismo no passado 0,9730 0,4026 2,3515 0,9515 
Etnia (Não Branco) 0,3810 0,2113 0,6870 0,0013 

 * Significância valor de p <0,05 

O haplótipo formado a partir da junção dos indivíduos com a presença do 

alelo C na posição +80 do gene LTα considerado risco um contra a homozigose 

do alelo A na mesma posição apresentou valores significativos. (Tabela 13)  

Tabela 13: Análise de risco para o desenvolvimento de carcinoma epidermóide de cavidade oral 
em relação ao haplótipo do polimorfismo do gene LTα+80 em pacientes com carcinoma 
epidermóide de cavidade oral e indivíduos controles. 
           
 Caso Controle p 

  n (%) n (%)   

Lta +80(AA) 32 25% 14 11% 
Lta +80(AC+CC) 95 75% 118 89% 

0,0021 

TOTAL 127 100% 132 100%   
 * Significância valor de p <0,05 



RESULTADOS 
______________________________________________________________________ 
 

______________________________________________________________________ 

44 

No modelo de regressão o agrupamento da homozigose do alelo C mais a 

heterozigose na posição +80 do gene Lta foi considerado risco 1, a homozigose 

do alelo A no modelo indica um aumento de risco de 2,83 vezes, este risco após 

a adição das outras variáveis de interferência mantêm valor significativo, com o 

OR passando a 3,41 vezes. (Tabela 14) 

Tabela 14: Regressões logísticas ajustadas segundo variáveis tabagismo, etilismo e etnia 
(stepwise foward) para o desenvolvimento de carcinoma epidermóide de cavidade oral em relação 
ao haplótipo do polimorfismo do gene LTα+80. 
          
  OR I.C. (95%) p 
Lta +80 (AA/ AC+CC)  2,8391 1,4331 5,6245 0,0028 
     
Lta +80 (AA/ AC+CC)  2,8772 1,4000 5,9130 0,0040 
Tabagismo atual 3,4091 1,4609 7,9550 0,0046 
Tabagismo no passado  0,8643 0,3316 2,2525 0,7654 
     
Lta +80 (AA/ AC+CC)  2,8786 1,3963 5,9344 0,0042 
Tabagismo atual 3,4554 1,4326 8,3341 0,0058 
Tabagismo no passado  0,9115 0,3420 2,4296 0,8531 
Etilismo atual 1,0139 0,4684 2,1947 0,9720 
Etilismo no passado 0,8233 0,3582 1,8926 0,6471 
     
Lta +80 (AA/ AC+CC)  3,4177 1,6167 7,2251 0,0013 
Tabagismo atual 3,9988 1,6234 9,8498 0,0026 
Tabagismo no passado  1,0970 0,4039 2,9797 0,8558 
Etilismo atual 1,1105 0,5020 2,4565 0,7958 
Etilismo no passado 0,8628 0,3649 2,0401 0,7368 
Etnia (Não Branco) 0,3849 0,2160 0,6861 0,0012 
* Significância valor de p <0,05 

Análise de risco para o desenvolvimento do carcinoma epidermóide de 

cavidade oral foi avaliado em 145 pacientes e 176 controles em relação a 

presença do polimorfismo LTα+252 e apresentou resultados significativos. 

(Tabela 15) 
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Tabela 15: Análise de risco para o desenvolvimento de carcinoma epidermóide de cavidade oral 
em relação a presença do polimorfismo do gene LTα+252 em pacientes com carcinoma 
epidermóide de cavidade oral e indivíduos controles. 
            

 Caso Controle p 

  n (%) n (%)   

Lta +252AA 63 43% 81 46% 
Lta +252AG 61 42% 85 48% 
Lta +252GG 21 14% 10 6% 

0,0277 

TOTAL 145 100% 176 100%   

 * Significância valor de p <0,05 

Tabela 16: Regressões logísticas ajustadas segundo variáveis tabagismo, gênero e etnia 
(stepwise foward) para o desenvolvimento de carcinoma epidermóide de cavidade oral em relação 
a presença do polimorfismo LTα+252. 
          

  OR I.C. (95%) p 

Lta +252(AG/AA)  0,9227 0,5794 1,4695 0,7347 
Lta +252(GG/AA)  2,7000 1,1870 6,1418 0,0179 
     
Lta +252(AG/AA)  1,0768 0,6600 1,7571 0,7670 
Lta +252(GG/AA)  3,2139 1,3474 7,6658 0,0085 
Tabagismo atual 4,1454 1,8817 9,1323 0,0004 
Tabagismo no passado 1,2108 0,4968 2,9511 0,6738 

     
Lta +252(AG/AA)  1,0686 0,6525 1,7500 0,7922 
Lta +252(GG/AA)  3,1561 1,3149 7,5752 0,0101 
Tabagismo atual 3,8031 1,6735 8,6429 0,0014 
Tabagismo no passado 1,1464 0,4598 2,8582 0,7695 
Etilismo atual 1,2942 0,6435 2,6025 0,4694 
Etilismo no passado 1,1998 0,5658 2,5440 0,6348 
     
Lta +252(AG/AA)  1,0883 0,6574 1,8018 0,7421 
Lta +252(GG/AA)  3,6460 1,4671 9,0610 0,0054 
Tabagismo atual 4,0354 1,7549 9,2792 0,0010 
Tabagismo no passado 1,2543 0,4979 3,1597 0,6308 
Etilismo atual 1,4389 0,7016 2,9510 0,3207 
Etilismo no passado 1,3122 0,6038 2,8521 0,4927 
Etnia (Não Branco) 0,4525 0,2741 0,7469 0,0019 

 * Significância valor de p <0,05 

Quando avaliado através do método stepwise foward, a  homozigose do 

alelo G na posição +252 do gene LTα, indica aumento de risco de 

aproximadamente 2 vezes. Ao adicionarmos as variáveis selecionadas na 

caracterização, observa-se que o risco proporcionado pela homozigose de G 
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nesta região passa para 3,1561 vezes, sendo o tabagismo atual indicado como 

variável interferente no desfecho. (Tabela 16) 

O haplótipo formado a partir da junção dos indivíduos com a presença do 

alelo A, na posição +252 do gene LTα (AA+AG) considerado risco um contra a 

homozigose do alelo G na mesma posição apresentou, após análise bivariada 

valores significativos. (Tabela 17)  

Tabela 17: Análise de risco para o desenvolvimento de carcinoma epidermóide de cavidade oral 
em relação ao haplótipo do polimorfismo do gene LTα+252 em pacientes com carcinoma 
epidermóide de cavidade oral e indivíduos controles. 
            

  Caso Controle p 

  n (%) n (%)   

Lta +252AA+AG 124 86% 166 94% 
Lta +252GG 21 14% 10 6% 

0,0079 

TOTAL 145 100% 176 100%   

 * Significância valor de p <0,05 

A inclusão do haplótipo na modelagem, indica a homozigose do alelo G 

como fator de risco para o desenvolvimento do carcinoma epidermóide de 

cavidade oral com OR de 2,8113. Ao acrescentarmos as variáveis ao modelo, 

observou-se que a homozigose de G nesta posição representa nesta população 

um aumento de risco de aproximadamente 3 vezes, sendo o tabagismo atual a 

variável de interferência com valores significativos no desfecho. (Tabela 18)  
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Tabela 18: Regressões logísticas ajustadas segundo variáveis tabagismo, gênero e etnia 
(stepwise foward) para o desenvolvimento de carcinoma epidermóide de cavidade oral em relação 
ao haplótipo do polimorfismo do gene LTα+252. 
          

  OR I.C. (95%) p 

Lta +252(GG/ AA+AG)  2,8113 1,2783 6,1829 0,0102 
     
Lta +252(GG/ AA+AG)  3,0930 1,3478 7,0983 0,0077 
Tabagismo atual 4,0915 1,8663 8,9699 0,0004 
Tabagismo no passado 1,2031 0,4940 2,9297 0,6839 
     
Lta +252(GG/ AA+AG)  3,0475 1,3220 7,0252 0,0089 
Tabagismo atual 3,7567 1,6618 8,4926 0,0015 
Tabagismo no passado 1,1416 0,4581 2,8449 0,7762 
Etilismo atual 1,2981 0,6458 2,6090 0,4639 
Etilismo no passado 1,1929 0,5633 2,5261 0,6450 
     
Lta +252(GG/ AA+AG)  3,4845 1,4626 8,3015 0,0048 
Tabagismo atual 3,9698 1,7368 9,0736 0,0011 
Tabagismo no passado 1,2459 0,4950 3,1360 0,6406 
Etilismo atual 1,4445 0,7048 2,9603 0,3152 
Etilismo no passado 1,3012 0,5998 2,8228 0,5052 
Etnia (Não Branco) 0,4550 0,2760 0,7502 0,0020 

* Significância valor de p <0,05 

As combinações entre os haplótipos do gene LTa (+80 e +252), foram 

elaboradas e realizou-se análise bivariada nos 126 pacientes com carcinoma e 

131 indivíduos controles, que possuíam genotipagem dos dois polimorfismos do 

gene Lta. (Tabela 9) 

Tabela 19: Análise de risco para o desenvolvimento de carcinoma epidermóide de cavidade oral 
em relação a combinação dos haplótipos dos polimorfismos do gene LTα +80 e +252 em pacientes 
com carcinoma epidermóide de cavidade oral e indivíduos controles. 
            
 Caso Controle 

  n(%) n(%) 
p 

Lta 252 AA+AG +80AA 24 19% 14 11% 
Lta 252 AA+AG +80AC+CC 82 65% 112 85% 
Lta 252 GG +80AA 8 6% 0 0% 
Lta 252 GG +80AC+CC 12 10% 5 4% 

0,0004 

TOTAL 126 100% 131 100%   
* Significância valor de p <0,05 

Determinamos como risco 1 o agrupamento dos genótipos Lta 

+252AA+AG /+80AA+AC e avaliamos o risco da combinação do outros genótipos 
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no risco de desenvolvimento da doença. A presença do alelo Lta+252A somada 

a homozigose do alelo Lta+80C, confere um risco de aproximadamente 2 vezes 

para o desenvolvimento do carcinoma epidermóide de cavidade oral. (Tabela 20) 

Tabela 20: Regressões logísticas ajustadas segundo variáveis tabagismo, etilismo e etnia 
(stepwise foward) para o desenvolvimento de carcinoma epidermóide de cavidade oral em relação 
a combinação dos haplótipos dos polimorfismos do gene LTα +80 e +252. 
          

  Odds Ratio 95% p 

Lta (+252AA+AG +80CC/ +252AA+AG +80AA+AC)  2,4633 1,1531 5,2622 0,0199 
Lta (+252GG +80AA+AC/ +252AA+AG +80AA+AC)  3460244 0,0000 >1.0E12 0,9829 
Lta (+252GG +80CC/+252AA+AG +80AA+AC)  5631267 0,0000 >1.0E12 0,9701 
Tabagismo atual 3,6427 1,1728 11,3141 0,0254 
Tabagismo no passado  3,5800 1,4333 8,9420 0,0063 
Etilismo atual 0,9737 0,3525 2,6891 0,9589 
Etilismo no passado 0,8872 0,4069 1,9342 0,7634 
          
Lta (+252AA+AG +80CC/ +252AA+AG +80AA+AC)  2,8779 1,3191 6,2791 0,0079 
Lta (+252GG +80AA+AC/ +252AA+AG +80AA+AC)  2430603 0,0000 >1.0E12 0,9833 
Lta (+252GG +80CC/+252AA+AG +80AA+AC)  8716878 0,0000 >1.0E12 0,9678 
Tabagismo atual 4,0641 1,2430 13,2879 0,0203 
Tabagismo no passado  4,3814 1,6981 11,3048 0,0023 
Etilismo atual 1,2313 0,4342 3,4917 0,6956 
Etilismo no passado 0,9725 0,4347 2,1758 0,9459 
Etnia (Não Branco) 0,7801 0,3263 1,8650 0,5766 
* Significância valor de p <0,05 
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As proteínas transcritas a partir dos genes localizados no locus TNF 

(6p21.3) caracterizados inicialmente pelo papel desempenhado na resposta 

imune levam a várias doenças, incluindo a formação de tumores e 

transformação maligna da célula. Nesta região estão inseridos os genes IkBL e 

LTα alvos do nosso estudo, e seus transcritos estão também relacionados à 

modulação da via de sobrevivência, proliferação e transformação maligna da 

célula mediada pelo fator de transcrição NFkB. (CLARKE et al., 2006; TAYLOR 

et al., 2008; AGGARWAL e GEHLOT, 2009). 

A LTα como receptora de membrana, ativa através de fosforilação, as 

kinases responsáveis por desinibir – marcando os inibidores como o IkBL para 

serem degradados por via proteossomal – as subunidades de NFkB que 

apresentam então suas porções protéicas de localização nuclear, se 

translocando ao núcleo para iniciar a transcrição de proteínas alvo relacionadas 

à sobrevivência e proliferação celular. Como citocina livre, a LTα age através da 

mesma via, no entanto pode se acoplar tanto ao receptor comum que possui 

com o TNFα, quanto a seu receptor especifico a LTβ, que leva 

conseguintemente à ativação da via NFkB pelas vias canônicas e não-canônica.  

A proteína IkBL faz parte de um grupo de inibidores que têm como função 

principal inibir a translocação das subunidades de NFkB para o núcleo, ou retirá-

las do mesmo quando a homeostase celular for restaurada. A proteína IkBL, por 

possuir uma repetição anquirina, liga-se ao NFkB e o inibe de realizar este 

trajeto intracelular.  

Ambos relacionados à inflamação em suas primeiras descrições, os genes 

LTα e IkBL, podem ainda interferir na transcrição de genes de sobrevivência e 

proliferação como citado anteriormente e focando-se nessa capacidade de 

modulação de resposta intra e inter celular, selecionamos dois polimorfismos 

funcionais na região codificadora do gene LTα+80A/C, LTα+252A/G e dois 

polimorfismos igualmente funcionais da região promotora do gene IkBL-62A/T e 
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IkBL-262C/T por serem relacionados a quantidade e atividade das proteínas 

transcritas. 

O propósito deste estudo foi avaliar a possível contribuição dessas 

alterações - isoladamente ou formando haplótipos – como fatores de risco no 

desenvolvimento do carcinoma epidermóide de cavidade oral.  

A diferença dos sítios acometidos (andar inferior e superior da cavidade 

oral) apesar de terem comportamento biológico diferentes, não interferiu nos 

resultados, pois os fatores de risco – objeto deste estudo – são os mesmos. 

Quanto à diferença dos grupos casos e controles em relação aos hábitos 

de etilismo e tabagismos e a distribuição étnica (Tabela 2 – pag 36) também não 

interferiram em nossos resultados, pois foram ajustados quando da análise 

logística para identificação dos polimorfismos como fatores independentes de 

risco para o desenvolvimento do carcinoma epidermóide de cavidade oral. 

Os polimorfismos dos genes IKBL e LTα na população estudada não se 

encontram em Equilíbrio de Hardy-Weinberg, este equilíbrio pode ser violado 

por diversas razões entre elas encontram-se a consangüinidade, deriva 

genética, tamanho da população, seleção natural, desequilíbrio de ligações 

gênicas entre tantos outros fatores interferentes. Alguns destes efeitos podem 

também, ocasionalmente, atuar em diferentes direções, cancelando o outro 

(KOHN et al., 2000; REICH et al., NATURE 411, 2001, TRIKALINOS, 2006). 

Deve-se considerar que a população estudada não foi recrutada ao acaso e sim 

considerando sub-grupos específicos comparáveis o que pode indicar mais um 

possível viés para o cálculo do equilíbrio de distribuição alélica na nossa 

população hospitalar, além dos desequilíbrios de ligação descritos na região 

21.3 do braço curto do cromossomo 6, onde estão localizados os genes Ltα e 

IkBL.  
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Para Thompson, por se tratar de um teorema em que várias situações 

hipotéticas devem ser consideradas, ao analisarmos populações humanas e 

alelos relacionados à doenças, essas suposições em geral não se confirmam e 

os genótipos em uma determinada população podem não estar em equilíbrio. 

Entretanto, relata ainda que desvios em genótipos relacionados à doenças 

devam ser estudados. (THOMPSON e THOMPSON, 2002) 

Nossos achados indicam que os polimorfismos IkBL-62T, LTα +80A e 

+252G e a combinação dos haplótipos do gene IkBL (-62TT -262TT) e do gene 

LTα (+252AA/AG +80CC) estão associados ao aumento do risco de 

desenvolvimento do carcinoma epidermóide de cavidade oral (p=0,0191; 0,0013; 

0,0048; 0,0081 e 0,0079, respectivamente), após os ajustes considerando as 

variáveis de confusões.  

Os polimorfismos de base única na região promotora do gene IkBL foram 

descritos como possíveis moduladores de sua expressão, o que 

consequentemente altera a inibição da proteína NFkB ativado, em displasias e 

carcinoma epidermóide, marcador protéico relacionado com progressão da 

displasia e diminuição da sobrevida carcinoma epidermóide de cabeça e 

pescoço.  

Allock et al., 2001 descreve a funcionalidade do polimorfismo IkBL-62A/T 

e associa uma baixa expressão do gene na presença do alelo A em relação ao 

alelo T, a substituição nesta região pode interromper a ligação do elemento 

regulador da expressão E-box binding no promotor do gene diminuindo a 

sinalização de sua transcrição, enquanto o polimorfismo na região -262C/T 

possivelmente seleciona o fator de transcrição a ser ligado na região 

codificadora do gene, modulando assim o tipo de estímulo posterior. (SEKIDO et 

al., 1994; ALLOCK et al., 2002; SEMPLE et al, 2002; YAMASHITA et al, 2003; 

BOODHOO et al., 2004) . 
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Nossos resultados, porém não são concordantes com a hipótese de que a 

inibição da via NFkB a partir da ligação com o IkBL pode ser comprometida 

apenas pela alteração da quantidade transcrita da proteína, pois a homozigose 

do alelo T (responsável por interromper o fator de transcrição E-box) na posição 

-62 aumenta em aproximadamente 2 vezes o risco de desenvolvimento do 

carcinoma, possivelmente indicando que a alteração apenas da quantidade de 

proteínas transcritas a partir do estímulo deste fator de transcrição em especial 

pode não significar uma menor inibição do NFkB e que possivelmente outros 

sítios de acoplamento de fatores de transcrição podem ajustar a quantidade de 

proteína transcrita. O polimorfismo IkBL-262C/T no nosso estudo não 

apresentou resultados significantes quando analisado isoladamente, na 

formação de haplótipos ou como fator independente de risco na regressão 

logística. 

Porém, a proximidade dessas alterações e as características físicas 

próprias da região em que estão inseridas e as funcionalidades diferentes 

relacionadas a essas alterações, provavelmente geram uma relação entre os 

dois polimorfismos do gene IkBL.  

Como descrito por Allen (2008) e Chen (2008), a diminuição da inibição 

das proteínas NFkBs através das proteínas IkBs pode aumentar o índice de 

transcrição de proteínas responsáveis pela sobrevivência celular e proliferação, 

sendo portanto um dos mecanismos facilitadores da transformação maligna da 

célula. (ALLEN et al, 2008; CHEN, 2008). Nossos resultados concordam com 

esta afirmação quando analisamos o haplótipo deste gene onde o agrupamento 

dos alelos ancestrais (IkBL -62AA+AT e -262CC+CT) – menor quantidade de 

proteína transcrita, porém com funcionalidade apoptótica - contra a homozigose 

do alelo variantes (-62TT e -262TT) – maior quantidade de proteína transcrita, 

com menor capacidade apoptótica – indica maior freqüência do haplótipo dos 

alelos variantes nos pacientes com carcinoma epidermóide de cavidade oral, 

com aumento do risco de desenvolvimento da doença em 4 vezes, sendo este 

agrupamento um fator independente para esta suscetibilidade.  



DISCUSSÂO 
______________________________________________________________________ 
 

______________________________________________________________________ 

54 

Nossos achados são concordantes com o papel desempenhado pela 

homozigose do alelo A do gene LTα no aumento de risco do desenvolvimento de 

carcinoma epidermóide de cavidade oral, sendo esta responsável pelo aumento 

de aproximadamente 3 vezes do risco. Apesar de suas funções anti-celulares 

descritas inicialmente, a baixa expressão da LTα parece aumentar o risco do 

desenvolvimento de tumores gástricos, de mama, colorretal e esôfago. Em 

experimentos in vitro, a presença do alelo LTα+80A foi associada com níveis 

significativamente mais baixos da proteína Ltα em comparação a presença do 

alelo C, devido a ligação da ABF1. que suprime a produção da proteína. 

(KNIGHT et al. 2004, ALCAIS et al., 2007).  

Nossos achados correlacionam a presença do alelo LTα+252G ao 

aumento do risco de desenvolvimento do CEC de cavidade oral em 

aproximadamente 3 vezes. Avaliamos o agrupamento dos alelos ancestrais 

(LTα+252AA/AG), considerando este grupo como risco 1, contra a homozigose 

do alelo G nesta posição e o risco de desenvolvimento continuou aumentado em 

aproximadamente 3 vezes, indicando que possivelmente o genótipo responsável 

pela expressão diferente da proteína esta relacionado à homozigose do alelo 

variante, em concordância com o trabalho de Ozaki et al. em 2003 e Yapijakis et 

al. em 2009 que ao realizarem estudos funcionais mostraram que o polimorfismo 

LTα+252A/G no primeiro intron afeta a transcrição da proteína promovendo um 

aumento da atividade. Este polimorfismo pode ainda alterar a quantidade de 

proteínas Ltα e TNFα transcritas, sendo o alelo +252G responsável pela maior 

quantidade de proteína e mRNA no soro, o estudo de Yapijakis correlaciona 

ainda a menos frequente +252G ao aumento do risco de câncer oral. (OZAKI et 

al., 2003; YAPIJAKIS et al, 2009).  

A associação entre os possíveis fenótipo gerados pela combinação dos 

polimorfismos pode ser sugerida ao se avaliar o agrupamento dos alelos dos 

dois polimorfismos estudados do gene LTα (+252 AA/AG e +80AA/AC), 

considerando o risco um para este haplótipo, contra a homozigose do alelo 

variante C na posição +80 combinado a presença do alelo A na posição +252 do 
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gene LTα (+252AA+AG e +80CC) apresentaram relação significantes como fator 

de risco para desenvolvimento do carcinoma epidermóide da cavidade oral. 

Apesar de agrupados significarem aumento tanto de quantidade transcrita de 

proteína quanto de atividade da mesma, como o sugerido por Knight (2004) e 

Azmy (2004) onde relatam que o alelo LTα+252G, sem a presença do haplótipo 

+80A pode estar associado a alta produção de LTα que estão relacionadas a 

doenças autoimunes, infecções bacterianas e câncer (ósseo, mama, colorretal, 

fígado e esôfago), bem como a supressão ocasionada pelo haplótipo LTα+80A. 

A alta quantidade de proteína, neste caso, pode levar a regulação da mesma por 

fatores nucleares de supressão de transcrição, bem como levar a apoptose 

através da via das caspases, via pela qual foi identificada inicialmente. (KNIGHT 

et al., 2004, AZMY et al, 2004).  

Assim, nossos resultados indicam que os pacientes com homozigose dos 

alelos IkBL-62T, LTα+80A e +252G, identificados através de PCR-RFLP a partir 

de sangue periférico, apresentaram risco aumentado de desenvolvimento do 

carcinoma epidermóide da cavidade oral, esta modulação da transformação 

maligna da célula através das proteínas transcritas desses locus de alelos 

variantes, são concordantes com seu papel na modulação da transcrição de 

proteínas de sobrevivência e proliferação celular através da via do NFkB 

correlacionado a transformação maligna da célula, como o sugerido por Papa 

(2004) que relaciona a família TNF responsável por codificar citocinas 

essenciais na regulação no processo entre a inflamação e o câncer. Usando 

screening genético foi identificada como um mediador da função anti apoptótica 

do NFKB pela sinalização do TNF em contrapartida, a inibição da proteína NFkB 

pode ser realizada pelas proteínas IkBL, devendo portanto, ter um equilíbrio 

entre estímulo (LTα) e inibição (IkBL) que poderá interferir na homeostase 

celular. (PAPA et al., 2004). 

Os resultados controversos encontrados em relação ao papel do 

polimorfismo nos diferentes tipos de tumores em comparação aos nossos 

resultados confirmam os diversos papeis desempenhados pelas proteínas 
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transcritas a partir dos genes estudados pelas várias possíveis combinações e 

reflexos das mesmas na homeostase e controle celular.  

A grande variação dos polimorfismos, diversas formas de combinação 

entre alelos e genes, os passos subseqüentes a transcrição, diferentes formas 

de se ativar vias de sinalização intracelular e o comprometimento da 

funcionalidade protéica a partir da alteração de um único loco em determinada 

sequência gênica, ocasionam, principalmente em doenças multifatoriais, a 

discussão de quanto interferentes podem ser as variações de base única. 

Como o citado Kurylowicz et al. em 2009, em geral, os polimorfismos 

intrônicos podem atuar como marcadores ligados as variantes funcionais e os 

polimorfismos quando funcionais podem contribuir (mas não determinar) a 

herança de variação nos níveis ou funções da proteína. (KURYLOWICZ et al., 

2009) 

Podemos portanto, a partir desses resultados, focar nosso interesse nas 

interferências a partir do produto – proteína – e suas relações com outras 

proteínas e quando presentes essas alterações do código dos genes estudados, 

a fim de se detectar as variantes funcionais e focar em alterações especificas do 

código genético que podem trazer respostas mais claras aos questionamentos 

da transformação maligna da célula.  

Cabe ressaltar que a possibilidade de identificar alterações em genes de 

predisposições a doenças em materiais que dependam de procedimentos pouco 

invasivo, como o utilizado nesta pesquisa, levantará uma nova perspectiva para a 

medicina preventiva, podendo em conjunto a outros marcadores compor um painel j 

para identificação de grupos de risco para que sejam seguidos mais a miúde com o 

objetivo de diagnosticar lesões em fase precoce. 
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A partir de nossos resultados podemos considerar que a homozigose do 

alelo LTα+80A, LTα+252G e IKBL-62T aumentam o risco para o 

desenvolvimento do carcinoma epidermóide de cavidade oral.  

Em relação aos haplótipos e suas combinações, a homozigose do alelo T 

no IkBL-62 e IkBL-262 aumenta o risco de desenvolvimento do carcinoma 

epidermóide de cavidade oral em aproximadamente 4 vezes.  

No agrupamento de haplótipos do gene LTα, a homozigose do alelo C na 

LTα+80 em conjunto com a presença do alelo LTα+252A aumenta o risco do 

desenvolvimento do carcinoma epidermóide de cavidade oral em 

aproximadamente 2 vezes. 
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Gazito, D., 2011. Mestrado. Avaliação dos polimorfismos -62A/T, -
262C/T do gene Inibidor do Fator Nuclear da Cadeia kappa B (IKBL) e 
+80A/C, +252 A/G do gene Linfotoxina Alpha (LTΑ) como fator de risco 
para o desenvolvimento de carcinoma epidermóide de cavidade oral. A 
Linfotoxina alfa (LTα) e o gene Inibidor do Fator Nuclear kappa B – 
like 1 (IΚBL) estão relacionados com inflamação, apoptose, estresse 
por hipóxia e aparecimento de tumores. Nosso estudo avaliou os 
polimorfismos LTα+80A/C e +252A/G, IkBL-62A/T e -262C/T em 
pacientes com CEC de cavidade oral e  genotipagem foi realizada por 
PCR/RFLP. Nossos resultados evidenciaram que a homozigose dos 
alelos LTα+80A, LTα+252G e IKBL-62T aumentam o risco para o 
desenvolvimento do CEC de cavidade oral – OR3,42(1,61 – 
7,22/p=0,0013); 3,48(1,46 – 8,30/p= 0,0048); OR2,29(1,14 – 
4,57/p=0,020), respectivamente. A homozigose do alelo T nas 
posições -62 e -262 do gene IkBL mostrou-se mais importante no 
desenvolvimento da doença com aumento do risco para 4,13 vezes 
(1,44 – 11,79/p=0,0081) e a combinação dos genótipos Lta+252A 
somada a homozigose do alelo +80G, conferem aumento de risco de 
desenvolvimento da doença em 2,88 vezes (1,32 – 6,28/p=0,0079). A 
associação dos polimorfismos inseridos no locus TNF com o risco 
aumentado para o desenvolvimento de carcinoma epidermóide de 
cavidade oral indica a importância da resposta intracelular através de 
proteínas do processo inflamatório na transformação maligna das 
células da mucosa oral. A possibilidade de identificar alterações em genes 
de predisposições a doenças em materiais que dependam de procedimentos 
pouco invasivo, como o utilizado nesta pesquisa, levantará uma nova 
perspectiva para a medicina preventiva, podendo em conjunto a outros 
marcadores compor um painel  para identificação de grupos de risco para 
que sejam seguidos mais frequentemente com o objetivo de diagnosticar 
lesões em fase precoce 

Palavras Chaves: Carcinoma epidermóide, análise de risco, 
inflamação, IkBL, LTα 
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Gazito, D., 2011. Master's degree. Evaluation of the polymorphisms -
62A/T, -262C/T of gene the Inhibitor of Kappa Light Chain Gene 
Enhancer In B Cells-Like (IkBL) and +80A/C, +252 A/G of the gene 
Lymphotoxin Alpha (LTα) as factor of risk for development of the Oral 
Squamous Cell Carcinoma (OSCC). The LTα and the IkBL is related 
with inflammation, apoptosis, stress for hypoxia and appearance of 
tumors. Our study evaluated polymorphisms LT+80A/C and +252A/G, 
IkBL-62A/T and -262C/T in patients with SCC of oral cavit and 
genotyping were accomplished by PCR/RFLP. Our results had 
evidenced that homozygosis of the alleles LTα+80A/C e +252A/G, 
IkBL-62A/T e -262C/T increases the risk for the development of the 
SCC of oral cavity - OR3,42(1,61 – 7,22/p=0,0013); 3,48(1,46 – 
8,30/p= 0,0048); OR2,29(1,14 – 4,57/p=0,020), respectively. The 
homozygous T allele at positions -62 and -262 gene IkBL seems more 
important in the development of the disease with increased risk 4,13 
times (1,44 - 11,79 /p=0,0081) and combination genotypes of Lta 
+252A plus homozygous allele +80G, confer increased risk of disease 
development in 2,88 times (1,32 - 6,28 /p=0.0079). The association of 
the polymorphisms inserted in locus TNF with the risk increased for the 
development of OSCC indicates the importance of the intracellular 
answer through proteins of the inflammatory process in the malign 
transformation of the cells of the oral mucosa. The possibility of 
identifying changes in genes predisposing to disease in materials that rely on 
minimally invasive procedures, as used in this research, raise new 
perspectives for preventive medicine and can together with other markers to 
identify a panel composed of risk groups to be followed more often with the 
goal of diagnosing early-stage lesions.  

Words Keys: Squamous cell carcinoma, analysis of risk, inflammation, 
IkBL, LTα 
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ANEXO 1 – Aprovação do CEP/Hospital Heliópolis 
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 ANEXO 2 – Aprovação do CEP/Hospital Heliópolis  
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 ANEXO 3 – Aprovação do CEP/Irmandade da Santa Casa de São Paulo 
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ANEXO 4 – Termo de consentimento (Caso) 

Termo de consentimento pós-informação (específico) 
Você esta sendo admitido(a) no Serviço de Cirurgia de Cabeça e Pescoço do Hospital 
Heliópolis para o diagnóstico e tratamento de doença do (nome do órgão ou região doente do 
corpo) _______________. Para o seu diagnóstico serão necessários exames de sangue e uma 
biópsia que é retirada de uma pequena porção de seu (nome do órgão ou região doente do 
corpo) _______________ onde está o tumor. Este sangue e o material obtido da biopsia são 
utilizados em exames laboratoriais, necessários para um diagnóstico definitivo. Confirmado o 
diagnóstico seu tratamento poderá ser a cirurgia, a radioterapia ou a quimioterapia (tratamento 
com remédios). Se o melhor tratamento no seu caso for cirurgia, deverá ser tentada a retirada 
de toda a região que está doente, cercada por uma parte aparentemente sadia para que assim, 
sejam aumentadas as possibilidades de cura de sua doença. Para obter um maior 
conhecimento, clinico e cientifico das doenças do (nome do órgão ou região doente do corpo) 
_______________, os médicos e pesquisadores do Hospital Heliópolis, em conjunto com outros 
hospitais de São Paulo, estão fazendo uma pesquisa clinica cientifica. Através desta pesquisa 
poderá ser possível conhecer melhor porque e como as doenças acontecem e, portanto, 
oferecer novas possibilidades de diagnóstico e tratamento. 
Este material utilizado para diagnóstico ou retirado pela cirurgia será congelado e 
posteriormente poderá ser utilizado para a pesquisa cientifica. O uso deste material não 
implicara riscos adicionais para você, nem exigirá que se submeta a qualquer outro 
procedimento, alem dos necessários para o seu diagnóstico e tratamento. Este projeto de 
pesquisa foi aprovado pelo comitê de ética em pesquisa do Hospital Heliópolis, de acordo com 
o processo n° CEP 135, e todo estudo que vier a utilizar este material será previamente 
apresentado a apreciação do Comitê de ética em pesquisa. 
Todo o material colhido e usado nesta pesquisa será identificado no laboratório por código 
formado por números e letras e, portanto, sua privacidade será preservada e sua identidade 
não será revelada. A eventual inclusão dos resultados em publicação cientifica será feita de 
modo a manter o anonimato do paciente. Concordando com o uso deste material, do modo 
descrito, é necessário esclarecer que você não terá benefícios ou direitos financeiros sobre os 
eventuais resultados decorrentes da pesquisa. Os resultados desta pesquisa poderão 
beneficiar, no futuro, outros pacientes. Se você concordar ou não concordar em permitir o uso 
deste material para a pesquisa, sua decisão não influenciará, de nenhum modo, o seu 
tratamento.  As duvidas que você tiver em qualquer momento sobre o seu diagnóstico, seu 
tratamento ou sobre esta pesquisa, poderão ser esclarecidos diretamente com os médicos 
responsáveis por esta pesquisa no Hospital Heliópolis: Dr. Marcos Brasilino de Carvalho e Dr. 
Otavio Alberto Curioni, no telefone: 2067-0300 ramais 429/569 ou ainda pessoalmente, todos os 
dias, no Serviço de Cirurgia de Cabeça e Pescoço do Hospital Heliópolis, na Rua Cônego 
Xavier 276, 2° andar. Você receberá uma cópia deste documento e o original será arquivado 
em seu prontuário. Caso você tenha questões a fazer sobre este acordo ou alguma duvida que 
não tenha sido esclarecida pelo seu médico, por gentileza, entre em contato com a Comissão 
de ética. 
 

Termo de consentimento 
Eu, (nome do paciente) _______________ declaro que me foram explicados os objetivos desta 
pesquisa e que eu entendi qual será minha participação. Declaro também, que estou de acordo 
em participar desta pesquisa. 
Assinatura do(a) paciente ou representante legal: _______________________________ 
RG do prontuário médico: ___________________     Médico responsável: _________________ 
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 ANEXO 5 – Termo de consentimento (Controle) 

 
Termo de Consentimento Pós-Informação 

 
Para obter um maior conhecimento clínico e científico sobre o câncer, o corpo clínico deste 
hospital (médicos e pesquisadores) desenvolve pesquisa clínica científica. Através desta 
pesquisa é possível conhecer melhor os mecanismos da doença e, portanto, oferecer novas 
possibilidades de diagnóstico e tratamento. Ainda mais, este trabalho envolve a busca de novos 
genes ou de lesões genéticas em genes já existentes. 
 
Para fazer este estudo é necessário comparar os resultados obtidos em pacientes que têm 
câncer com aqueles de pessoas que não têm câncer, como você. Por isso, você está sendo 
convidado a colaborar com este estudo, autorizando a coleta de uma pequena amostra de 
sangue para pesquisa científica. O uso deste material não implicará riscos adicionais para você, 
nem exigirá que se submeta a qualquer procedimento adicional. Este projeto de pesquisa foi 
aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Heliópolis, de acordo com o processo 
no. CP 135, e todo estudo que vier a utilizar este material será previamente apresentado à 
apreciação do Comitê de Ética em Pesquisa.  
 
Todo o material colhido e usado nesta pesquisa será identificado no laboratório por código 
formado por números e letras e, portanto, sua privacidade e identidade serão preservadas. A 
eventual inclusão dos resultados em publicação científica será feita de modo a manter o 
anonimato do paciente.  
 
Concordando com o uso deste material, do modo descrito, é necessário esclarecer que você 
não terá benefícios ou direitos financeiros sobre os eventuais resultados decorrentes da 
pesquisa. Se você não concordar em permitir o uso deste material para pesquisa, sua decisão 
não influenciará, de nenhum modo, sobre o atendimento de parentes ou conhecidos seus ou 
sobre um futuro atendimento seu neste hospital. 
 
Você receberá uma cópia deste documento e o original será arquivado em seu prontuário. 
 
Caso você tenha questões a fazer sobre este acordo ou alguma dúvida que não tenha sido 
esclarecida pelo seu médico, por gentileza, entre em contato com a Comissão de Ética. 
 
Assinatura do(a) paciente ou Representante Legal:______________________________ 
 
Nome do(a) paciente :_____________________________________________________ 
 
RG do Prontuário Médico: _________________________________________________ 
 
Médico Responsável: _____________________________________________________ 
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ANEXO 6 – Equilíbrio de Hardy-Weinberg 

O teorema de Hardy-Weinberg13 se propõe a avaliar se a variação 

genética de uma determinada população esta preservada demonstrando 

quantitativamente as leis de segregação independente de Mendel. A verificação 

do equilíbrio de um loco pode ser realizada pela contagem das freqüências 

genotípicas. A partir dessas freqüências, primeiro calculamos as freqüências 

gênicas; então, se as freqüências de homozigotos observadas se igualam ao 

quadrado de suas freqüências gênicas, a população está em equilíbrio de 

Hardy-Weinberg. Se elas não se igualam, a população não está em equilíbrio 

(RIDLEY, 2006. p132). A fórmula utilizada para o calculo do equilíbrio foi: 

(p + q)2 = p2 + 2pq + q2 

Sendo p a freqüência do alelo 1, ou no nosso caso do alelo ancestral  e q 

a freqüência do alelo 2, neste caso o alelo variante. 

De acordo com Ridley em 2006, a comparação das freqüências 

genotípicas de uma população real com as relações de Hardy-Weinberg, caso 

eles se desviem, sugere que algum fator externo tal como seleção ou ausência 

de cruzamentos aleatórios possa estar acontecendo. (RIDLEY 2006, p133).  

 

                                            

13Equilibrio de Hardy-Weinberg: Relação matemática simples utilizada para calcular freqüências 
genotípicas a partir de freqüências alelicas em populações que atendam a determinadas suposições. 
(THOMPSON e THOMPSON, Genética Médica, 6° edição. p85) 


