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RESUMO 

 

 

O carcinoma de células escamosas bucal (CCEB) apresenta alterações 

epigenéticas, como a metilação de DNA, na região promotora de genes 

supressores de tumor (GST), mas pouco se sabe em relação a outras regiões 

gênicas. Este estudo teve como objetivo investigar o perfil de metilação de 

diferentes regiões de um grupo de GSTs, validar dados significativos por meio de 

análises in silico e experimental, e correlacionar estes achados aos dados clínico-

patológicos dos pacientes. Na plataforma HumanMethylation450 Beadchip, 

foram utilizadas 53 amostras de CCEB e 53 de tecidos não-neoplásicos adjacentes 

ao tumor (TA). O nível de metilação destes tecidos foram comparados 

considerando ∆β ≤ -0,10 ou ≥ 0,10, p < 0,01 e FDR < 0,01. Os resultados obtidos 

foram validados no TCGA e por pirosequenciamento utilizando 15 amostras 

independentes de CCEB e 15 TA. Os genes BRCA1, FHIT, MGMT, RASSF1 e 

RUNX3 apresentaram sítios hipermetilados na região promotora, 5’UTR e/ou 1º 

éxon, enquanto CDH13, DAPK1, HOXA1, PDLIM4, RARB, TIMP3, TP73 e VHL 

mostraram hipermetilação no corpo gênico e/ou 3’UTR. Foram identificados 

sítios diferencialmente metilados entre o CCEB e TA para os genes BRCA1, FHIT 

e HOXA1. Na validação experimental, apenas o sítio CpG na região 3’UTR do 

gene HOXA1 mostrou diferença significativa (p < 0,01) entre o CCEB e TA, 

55,5% e 36,9% respectivamente, estando sua metilação e maior expressão (FC = 

10,58) positivamente correlacionada à carga tabágica (p = 0,04) e recidiva (p = 

0,03). A análise in silico utilizada mostrou-se efetiva na identificação dos alvos e 

comparação entre os grupos. A metilação de diferentes regiões de genes 

supressores de tumor é um evento frequente no CCEB, entretanto pouca diferença 

é encontrada entre o perfil de metilação tumoral e as margens da lesão. A 

metilação do sítio CpG na região 3’UTR do HOXA1 em CCEB está 

correlacionada a expressão aberrante deste gene e maiores episódios de 

recorrência. 

 

 

Palavras-chave: Metilação do DNA. Epigenética. Ilhas CpG. Câncer bucal. 



Miranda KC. Oral squamous cell carcinoma methylation analysis in different 

regions of tumor suppressor genes [dissertation]. São José dos Campos (SP): São 

Paulo State University (UNESP), Institute of Science and Technology; 2020. 

ABSTRACT 

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) presents epigenetic changes, such as 

DNA methylation, in tumor suppressor genes (GST) promoter regions, but little 

is known about other gene regions. This study aimed to investigate the methylation 

profile of different regions of a group of GSTs, to validate significant data through 

in silico and experimental analyzes, and to correlate these findings with the 

patients' clinical-pathological data. In the HumanMethylation450 Beadchip 

platform, 53 samples of CCEB and 53 of non-neoplastic tissues adjacent to the 

tumor (AT) were used. The methylation level of these tissues was compared 

considering ∆β ≤ -0.10 or ≥ 0.10, p <0.01 and FDR < 0.01. The results obtained 

were validated at TCGA and by pyrosquencing using 15 independent samples of 

CCEB and 15 TA. The BRCA1, FHIT, MGMT, RASSF1 and RUNX3 genes showed 

hypermethylated sites in the promoter region, 5'UTR and / or 1st exon, while 

CDH13, DAPK1, HOXA1, PDLIM4, RARB, TIMP3, TP73 and VHL showed 

hypermethylation in the gene body and / or 3'UTR. Differently methylated sites 

were identified between the OSCC and AT for the BRCA1, FHIT and HOXA1 

genes. In experimental validation, only the CpG site in the 3'UTR region of the 

HOXA1 gene showed a significant difference (p < 0.01) between OSCC and AT, 

55.5% and 36.9% respectively, with its methylation and greater expression ( FC 

= 10.58) positively correlated with smoking burden (p = 0.04) and recurrence (p 

= 0.03). The in silico analysis used was effective in identifying the targets and 

comparing the groups. Methylation of different regions of GST is a frequent event 

in the OSCC, however little difference is found between the tumor methylation 

profile and the lesion margins. Methylation of the CpG site in the 3'UTR region 

of HOXA1 in CCEB is correlated with the aberrant expression of this gene and 

with greater recurrence episodes. 

Keywords: DNA methylation. Epigenetic. CpG islands. Oral cancer. 
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1 INTRODUÇÃO 

O câncer de boca é mais comum entre homens do que em mulheres, 

principalmente a partir da quinta década de vida (World Health Organization - 

WHO, 2020). No Brasil, este é o quinto tipo de câncer mais incidente entre os 

homens e o décimo-terceiro entre as mulheres. A região sudeste, principalmente 

os estados de São Paulo e Paraná, tem a maior incidência de câncer bucal do país, 

onde é o quarto tumor mais frequente no sexo masculino (Instituto Nacional do 

Câncer - INCA, 2020). 

O câncer de boca refere-se a um conjunto de tumores epiteliais que 

acometem os lábios e outros sítios da  região intrabucal (INCA, 2020). Os tumores 

epiteliais malignos classificados histopatologicamente como carcinoma de células 

escamosas (CCE) representam cerca de 90% dos cânceres de boca (van der Waal 

et al., 2011). 

O CCE labial está relacionado à exposição à radiação solar; já o carcinoma 

de células escamosas bucal (CCEB), isto é, que acometem a língua, gengiva, 

assoalho, mucosa jugal e palato duro, geralmente, estão relacionados ao consumo 

excessivo de tabaco e álcool (WHO, 2020). Hashibe et al. (2009) afirmaram que 

o tabagismo triplica o risco de desenvolvimento do câncer bucal e quando

associado ao consumo de álcool, eleva o risco em 15 vezes. 

Além do cigarro tradicional, outros produtos derivados do tabaco também 

estão relacionados ao câncer de boca, tais como cigarro de palha, de Bali, de cravo 

ou kreteks, fumo de rolo, tabaco mascado, charutos, cachimbos e narguilé. Quanto 

maior o consumo de cigarros fumados, maior o risco de câncer (INCA, 2020). 

Segundo o Instituto Nacional de Câncer (INCA), o excesso de gordura 

corporal, baixo consumo de frutas e vegetais, exposição ao amianto, poeira de 
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madeira, couro e cimento, formaldeído, sílica, fuligem, solventes orgânicos e 

agrotóxicos  também configuram fatores de risco para o câncer bucal. 

Atualmente, o papel do vírus do Papiloma Humano (HPV) no 

desenvolvimento do câncer intrabucal é controverso e pouco elucidado, entretanto 

sugere-se que a mucosa bucal represente apenas um reservatório de infecção, não 

havendo envolvimento primário do vírus no processo de desenvolvimento do 

CCEB (Candotto et al., 2017). 

Apesar do fácil acesso à região bucal, grande parte dos pacientes são 

diagnosticados em estágios avançados da doença (III e IV) e, assim, cerca de 60% 

deles vão a óbito nos cinco anos pós-diagnóstico. Entretanto, se diagnosticado em 

estágio inicial, o tratamento, apesar de invasivo, pode apresentar grande 

efetividade (WHO, 2020).  

O tratamento dos pacientes com CCEB ainda é baseado na localização do 

tumor, classificação TNM (Tumor, Linfonodo, Metástase) e no estadiamento 

clínico (EC), o que muitas vezes não traz informações precisas sobre o 

prognóstico do paciente (Baj et al., 2019; Majumdar et al., 2017). Além disso, 

devido à localização do tumor, o tratamento, mesmo que cirúrgico, leva à 

significativa perda de estrutura e função, principalmente no que se refere à 

mastigação e fala (Shaw et al., 2007). 

A alta mortalidade do CCEB está relacionada principalmente às taxas de 

recidivas locorregionais, em alguns casos, mesmo com o tecido adjacente ao 

tumor se apresentando histologicamente negativo para células tumorais. No 

entanto, não existem diretrizes amplamente estabelecidas para identificação das 

margens cirúrgicas removidas durante a excisão do tumor (Baj et al., 2019).  

O processo de transformação das células normais do epitélio escamoso 

estratificado da mucosa bucal em lesões pré-malignas e, posteriormente, em 

lesões malignas, ainda é pouco elucidado. Todavia, sabe-se que este processo é 

multifatorial e abrange um acúmulo de alterações genéticas e epigenéticas, 
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hereditárias ou adquiridas, que levam a um desequilíbrio na função de oncogenes 

e genes supressores de tumor (Thomson, 2012). 

As células cancerosas são capazes de induzir e sustentar sinais 

estimuladores de crescimento por meio de oncogenes, além de contornar 

mecanismos que regulam negativamente a proliferação celular, que, muitas vezes, 

dependem ativamente da ação de genes supressores de tumor (Hanahan, 

Weinberg, 2011). 

Os fatores epigenéticos que também podem levar à carcinogênese são 

alterações hereditárias que ocorrem na expressão gênica e não são codificadas na 

sequência do ácido desoxirribonucleico (DNA) (De Oliveira et al., 2015; Supic et 

al., 2009). Sabe-se que marcadores epigenéticos são altamente específicos de 

acordo com o tipo celular e podem ainda sofrer alterações ao longo do tempo 

(Barrero et al., 2010). 

A metilação de DNA é um mecanismo epigenético que modula a expressão 

gênica, responsável, portanto, pela diferenciação celular, desenvolvimento e, até 

mesmo, a carcinogênese (Flanagan et al., 2009; Supic et al., 2009; Zhang et al., 

2015).  

Esse processo é realizado por um grupo de enzimas chamadas DNA 

metiltransferases (DNMTs), sendo as principais divididas em três tipos: DNMT1, 

encarregada de manter os padrões de metilação de DNA após a divisão celular, e 

DNMT3a e DNMT3b, que atuam na regulação das de novo metiltransferases 

(Jones, 2012).  

Segundo Jones (2012), essas três enzimas são essenciais na manutenção dos 

padrões de metilação, principalmente, durante o desenvolvimento. Uma célula 

totalmente diferenciada tem um padrão específico de metilação e, portanto, 

expressa genes específicos (De Oliveira et al., 2015; Teodoridis et al., 2005). 

A metilação de DNA consiste na adição de um grupo metil (CH3), 

proveniente da proteína S-adenosilmetionina, em um nucleotídeo, geralmente à 
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citosina adjacente a uma guanina (5’- CG - 3’), chamado de sítio CpG. Este 

processo ocorre por meio do giro da citosina a 180° para fora da fita de DNA, 

agregação de CH3 e retorno ao seu lugar na fita, formando então uma 5-

hidroximetilcitosina (5 mC) (De Oliveira et al., 2015). Essa alteração permite que 

proteínas sejam agregadas à fita de DNA e impeçam o acoplamento de fatores de 

transcrição, inibindo o processo de formação do ácido ribonucleico (RNA) 

(Rasmussen, Helin, 2016).  

Embora a maior parte dos sítios CpGs estejam metilados em mamíferos, 

existem regiões chamadas de ilhas CpGs que se encontram desmetiladas (Chen et 

al., 2007). Essas regiões correspondem a uma porção do DNA com mais de 50% 

de sítios CpGs no mesmo filamento e geralmente são encontradas próximas aos 

sítios de início de transcrição (TSS - Transcription Start Site) dos genes (Towle, 

Garnis, 2012). 

Nos últimos anos, a maioria dos estudos focou apenas na metilação em ilhas 

CpGs localizadas em regiões promotoras (Zhang et al., 2015). Entretanto, o 

avanço nas técnicas de estudos de metilomas tem demonstrado que a posição onde 

ocorre a adição do grupo metil apresenta diferentes funções biológicas (Jones, 

2012). Por exemplo, a metilação na região promotora de ilhas CpG bloqueia o 

início da transcrição. De outro modo, sugere-se que a metilação no corpo gênico 

não tenha essa capacidade, podendo até mesmo estimular o processo de 

transcrição (Jones, 2012). Estas regiões gênicas podem ser observadas na Figura 

1. 
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Figura 1 - Representação das regiões upstream, sítio de início da transcrição e 

downstream de um gene 

 

 

Legenda: TSS1500: 200 - 1500 bases à montante (upstream) do TSS (Transcription Start Site - TSS); 

TSS200: 0 - 200 bases à montante (upstream) do sítio de início da transcrição; 5'UTR: dentro da região 

5' não traduzida, entre o TSS e o códon de iniciação da tradução ATG; Corpo gênico: entre ATG e o 

códon de parada; independentemente da presença de íntrons, éxons, TSS ou promotores; 3'UTR: entre 

o códon de parada e a Cauda Poli-A. 

Fonte: Adaptado de Illumina®, 2012. 

  

 

As ilhas CpG correspondem de 1 a 2% do genoma e frequentemente estão 

localizadas na região promotora (Sandoval et al., 2011) e exônica no corpo gênico 

(Law, Jacobsen, 2010).  

As regiões periféricas que flanqueiam as ilhas CpGs, à aproximadamente 2 

kb (kilobases), são chamadas de shore; 2 a 4 kb são conhecidas como shelf e, 

outras mais distantes, open sea (Irizarry et al., 2009).  

Existem evidências de que a metilação nas regiões flanqueando as ilhas 

CpGs também influenciam a expressão gênica, mas ainda é um mecanismo pouco 

elucidado e mais dinâmico (Irizarry et al., 2009). Segundo Doi et al. (2014), 

shores também possuem um perfil de metilação específico de acordo com o tecido 

e no câncer está associado à repressão gênica.  

Essas regiões, em relação à ilha CpG, podem ser vistas na Figura 2. 
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Figura 2 - Localização do sítio CpG em relação à ilha CpG 

Legenda: N: montante (north) (5’) da ilha CpG; Shelf: 2 - 4 kb da ilha CpG; Shore: 0 - 2 kb da ilha CpG; 

S: jusante (south) (3') da ilha CpG. Essa imagem mostra como, geralmente, são localizadas as ilhas 

CpGs em um gene e como são chamadas as regiões que flanqueiam a ilha. 

Fonte: Adaptado de Illumina®, 2012. 

As enzimas ten-eleven translocation (TET) são capazes de converter a 5-

hidroximetilcitosina em citosina, por meio de diversas vias. A TET desempenha 

uma função de extrema importância na regulação dos padrões de metilação 

juntamente às DNMTs (Rasmussen, Helin, 2016).  

Existem cerca de 28 milhões de sítios CpGs no genoma humano. Analisar 

a metilação de cada um desses sítios pode fornecer informações sobre o papel da 

metilação na manutenção da saúde e desenvolvimento de doenças (Stirzaker et 

al., 2014).  

Os padrões de metilação e desmetilação estão hermeticamente regulados 

em células dentro da normalidade. Entretanto, em neoplasias, esses padrões se 

alteram. Sabe-se que fatores ambientais externos causam alterações epigenéticas 

levando ao desenvolvimento de malignidades (Wang et al., 2017). 

Em algumas neoplasias malignas, há hipermetilação das ilhas CpG em 

regiões promotoras e isso impede o acoplamento de fatores de transcrição, o que 

resulta no impedimento da transcrição de genes, incluindo os supressores de 

tumor (Basu et al., 2017).  

Segundo Rideout et al. (1990), a metilação no corpo gênico também possui 

um papel fundamental na carcinogênese, estando relacionado ao desenvolvimento 
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do câncer em células somáticas e contribuindo para mutações em células 

germinativas. 

Atualmente, há diversos indícios de que o padrão de metilação de DNA 

pode ser utilizado como um biomarcador para diferenciar células cancerosas de 

células normais (Jin, Liu, 2018). Hayashi et al. (2015) propuseram que a análise 

molecular oferece várias vantagens sobre a microscopia óptica para a detecção de 

células cancerosas no tecido adjacente ao tumor, visto que alterações moleculares 

específicas podem ser mais sensíveis do que a detecção de alterações 

morfológicas celulares. 

O perfil de metilação de genes supressores de tumor responsáveis pelo ciclo 

e adesão celular, apoptose, dano, reparo de DNA e transcrição gênica tem sido 

amplamente estudado em CCEB (Basu et al., 2017; Gao, Teschendorff, 2017; 

Towle et al., 2013) e no tecido adjacente ao tumor (Lin et al., 2015; Sinha et al. 

2009; Strzelczyk et al., 2014). Entretanto, o efeito da metilação em diferentes 

regiões gênicas permanece incerta ou controversa neste tipo de carcinogênese. 

Diversas tecnologias foram desenvolvidas a fim de analisar a metilação de 

DNA em escala genômica, principalmente em regiões ricas em sítios CpGs 

(Stirzaker et al., 2014). Dentre essas tecnologias, existe a plataforma Infinium® 

HumanMethylation450 Beachips (HM450K). Segundo Stirzaker et al. (2014), 

esta plataforma apresenta um bom custo benefício, não depende de enzimas de 

restrição e pode ser utilizada para analisar uma variedade de tipos celulares, em 

tecidos frescos ou parafinados.   

Assim, este estudo propôs identificar o perfil de metilação de um grupo de 

genes supressores tumorais em CCEB por meio de estratégia de rastreamento 

computacional e molecular com plataforma de alto desempenho, e validar 

experimentalmente os alvos diferencialmente metilados entre o tecido tumoral e 

o tecido adjacente de pacientes tabagistas e não-tabagistas. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

O método de rastreamento in sílico utilizado na plataforma HM450K e no 

TCGA mostrou-se efetivo na seleção dos alvos e comparação entre os diferentes 

grupos. Os estudos in sílico também demonstraram que os genes supressores de 

tumor geralmente apresentam-se hipermetilados em regiões gênicas distintas, 

podendo impactar de maneira contrária no nível de transcritos. Portanto, são 

necessários mais estudos avaliando o efeito da metilação em diferentes regiões 

gênicas para melhor entendimento da implicação deste mecanismo. 

Os genes BRCA1, FHIT, MGMT, RASSF1 e RUNX3 mostraram-se 

comumente hipermetilados na região promotora, 5’UTR e/ou 1º éxon, enquanto 

os genes CDH13, DAPK1 HOXA1, PDLIM4, RARB, TIMP3, TP73 e VHL 

apresentaram maior hipermetilação no corpo gênico e/ou 3’UTR.  

Não foram observadas diferenças significantes entre os níveis de metilação 

de pacientes tabagistas e não-tabagistas com CCEB nas análises exploratórias. 

Todavia, na validação experimental, a carga tabágica dos pacientes fumantes 

estava positivamente correlacionada ao maior nível de metilação do gene HOXA1 

na região 3’UTR, o que parece resultar em um aumento de expressão deste gene. 

Isto reflete a complexidade do processo de desenvolvimento e manutenção do 

câncer, e a necessidade do uso de metodologias quantitativas para avaliar 

pequenas diferenças nos níveis de metilação. 

O tecido adjacente ao CCEB apresenta alterações nos níveis de metilação, 

refletindo um padrão muito similar ao da lesão. O sítio CpG na região 3’UTR do 

gene HOXA1 parece  ser um CpG hot site, ou seja, capaz de controlar e induzir 

maior expressão gênica, podendo este ser alvo de propostas terapêuticas com o 

intuito de impedir a expressão aberrante deste gene no CCEB, diminuindo assim 

o desenvolvimento de células-tronco do câncer e episódios de recorrência.  
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