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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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2 PROPOSIÇÃO 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

Investigação do perfil de metilação em diferentes regiões de genes 

supressores de tumor como fator prognóstico de CCEB de pacientes tabagistas e 

não-tabagistas. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 

a) investigar o perfil de metilação dos 24 genes descritos abaixo em 

pacientes com CCEB utilizando dados obtidos com a plataforma 

HumanMethylation450: 

- APC, BRCA1, CDH1, CDH13, CDKN2A, DAPK1, ESR1, FHIT, 

GSTP1, HOXA1, IGF2, MGMT, MLH1, NEUROG1, PDLIM4, PTEN, 

RARB, RASSF1, RUNX3, SOCS1, TIMP3, TP73, VHL e WIF1. 

b) confirmar os valores diferenciais de metilação dos genes alvo entre as 

amostras de CCEB de pacientes tabagistas e não-tabagistas; 

c) identificar valores diferenciais de metilação dos genes alvo entre as 

amostras de CCEB e o tecido adjacente ao tumor com histologia 

negativa para células tumorais (TA); 

d) selecionar os melhores alvos para validação experimental por meio de 

abordagem comparativa aos dados obtidos no TCGA; 

e) correlacionar os valores de metilação obtidos experimentalmente aos 
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dados clinicopatológicos dos pacientes. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Aspectos éticos 

 

 

Este é um estudo observacional 

 transversal que analisou amostras e dados retrospectivos. Foi aprovado 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação Antonio Prudente – A.C.Camargo 

Cancer Center (ACCCC) como parte do estudo intitulado “Estudo genético dos 

principais fatores de risco no prognóstico de pacientes com carcinoma de células 

escamosas da cavidade bucal” (ANEXO A),  CAAE: 42387315.0.3001.5432, 

parecer: 3.295.277.  

 

 

3.2 Histórico do projeto 

 

 

Os genes alvos deste estudo foram identificados em projeto anterior 

contemplado com auxílio Fapesp (2016/08633-0), aprovado pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa do ICT/Unesp, parecer nº. 1.033.312/2015. 

Este estudo é fruto de parceria estabelecida entre o grupo de pesquisa do 

ICT/Unesp, na cidade de São José dos Campos, o Centro Internacional de 

Pesquisa (CIPE) do A.C.Camargo Cancer Center (ACCCC), São Paulo, com a 

colaboração do Dr. Luiz Paulo Kowalski (Diretor do Departamento de Cirurgia 

de Cabeça e Pescoço e Otorrinolaringologia do ACCCC), da Dra. Silvia Regina 

Rogatto (Professora no Departamento de Genética Clínica, Hospital Vejle, 

Instituto Regional de Pesquisa em Saúde, Universidade do Sul da Dinamarca), da 
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doutoranda Caroline Beltrami (no ACCCC), do Dr. Fabio Albuquerque Marchi 

(Pesquisador no Centro Internacional de Pesquisa – ACCCC); e o Hospital de 

Amor de Barretos, com colaboração dos seguintes pesquisadores: Dr. Rui Manuel 

Vieira Reis, Dra. Lidia Maria Rebolho Batista Arantes e Msc. Bruna Pereira 

Sorroche. A Figura 3 representa um fluxograma das etapas de execução deste 

estudo. 

 

 

Figura 3 - Fluxograma de todas as etapas executadas no presente estudo e o 

número de amostras utilizadas 

 

 
Legenda: CCEB: carcinoma de células escamosas bucal; TA: tecido adjacente; PDMs: posições 

diferencialmente metiladas; TCGA: The Cancer Genome Atlas. 
Fonte: Elaborada pela autora. 
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3.3 Análise in sílico a partir de pacientes obtidos em colaboração com o 

ACCCC 

 

 

A análise global de metilação foi realizada por meio da plataforma 

Infinium® HumanMethylation450 BeadChip (HM450K) (Illumina®, San Diego, 

CA, USA) a fim de investigar o perfil global de metilação no CCEB. Foram 

utilizadas 53 amostras de DNA de CCEB e 53 amostras de tecido adjacente ao 

tumor provenientes do Biobanco do ACCCC. 

A HM450K interroga 485.764 sítios de metilação por amostra com a 

resolução de um único nucleotídeo, com uma cobertura de 96% das ilhas CpGs 

descritas no genoma e 98,9% dos RefGenes, além de ilhas CpGs estendidas (0 a 

4 kb flanqueando as ilhas CpGs).  

A plataforma utiliza os ensaios Infinium I e Infinium II. No ensaio Infinium 

I, duas sondas são utilizadas para interrogar o locus CpG, uma sonda para CpG 

metilado e uma para CpG não-metilado. Nesse modelo, a região 3´ da sonda é 

desenhada para parear com a base citosina “protegida” (design metilado) ou 

parear com a base timina resultado da conversão por bissulfito e amplificação 

(design não-metilado).  

No ensaio Infinium II, apenas uma sonda por locus CpG é utilizada, sendo 

a região 3´ desta complementar a base anterior ao sítio de interesse (C pareado a 

G) e a extensão resulta na adição de uma guanina ou adenina marcada 

complementar à citosina (design metilado) ou timina (design não metilado) 

(Bibikova et al., 2011). 

O controle de qualidade dos dados obtidos a partir da leitura dos arrays foi 

avaliado pelo pacote WateRmelon (Schalkwyk et al., 2013), disponível para o 

programa R versão 3.6 (R Core Team, 2019). O primeiro passo das análises 

incluiu a filtragem das sondas mapeadas em regiões contendo SNPs (Minor Allele 
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Frequence > 5% para todas as populações de acordo com o banco de dados 1000 

Genomas1), nos cromossomos X e Y e sondas que co-hibridam em sequências 

alternativas homólogas (≥ 49 pares de base) (Chen et al., 2013). Também foram 

removidas sondas de acordo com detecção de p > 0,05 e contagem de beads < 3 

em 5% das amostras. A checagem do controle de qualidade foi realizada por meio 

da distribuição dos sinais obtidos para sondas metiladas e não-metiladas e do uso 

da análise multivariada MDS (Multidimensional Scaling). 

Em seguida foi feito o ajuste do viés da cor por meio da normalização entre 

as amostras pelo método quantile e entre sondas pelo método BMIQ (Beta-

Mixture Quantile Normalization). Nessa etapa, o algoritmo normaliza a 

distribuição das sondas do tipo 2 (Infinium II) de acordo com as características de 

distribuição dos valores de beta das sondas tipo 1 (Infinium I), além de eliminar 

o enriquecimento desse tipo de sonda, causado pela baixa dinâmica das sondas 

tipo 2 (Teschendorff et al., 2013). 

Para corrigir os possíveis batch effects nos dados, foi utilizado o pacote sva 

(Leek et al., 2012), disponível no Bioconductor, que por meio de uma regressão 

linear extrai os coeficientes de acordo com os tipos de tecidos analisados.  

Dentre as 485.764 sondas que investigaram os sítios CpGs na HM450K, 

foram realizados filtros na busca por dados de metilação referentes às sondas que 

investigaram os seguintes genes: APC, BRCA1, CDH1, CDH13, CDKN2A, 

DAPK1, ESR1, FHIT, GSTP1, HOXA1, IGF2, MGMT, MLH1, NEUROG1, 

PDLIM4, PTEN, RARB, RASSF1, RUNX3, SOCS1, TIMP3, TP73, VHL e WIF1. 

O pacote limma (Ritchie et al., 2015) foi utilizado para identificar o perfil 

diferencial de metilação entre os grupos tumorais e tecidos adjacentes ao tumor, 

considerando significativas as sondas que apresentavam p valor corrigido por 

Bonferroni < 0,01 e delta-beta ≤ -0.10 ou ≥ 0.10. O método de Bonferroni foi 

 
1 The International Genome Sample Resource [internet]. Providing ongoing support for the 1000 Genomes 

Project data. [acesso em 2019]. Disponível em: www.1000genomes.org/ 
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utilizado para ajustar os valores de p para múltiplas comparações. 

 

 

3.4 Validação dos alvos 

 

 

3.4.1 Análise in sílico a partir de dados obtidos no TCGA (HM450K e RNA-

Seq) 

 

 

Foram obtidas 165 amostras de boca e 15 tecidos adjacentes, rastreados 

pelas plataformas HumanMethylation450 e RNA-seq, disponíveis pelo TCGA 

(obtidas no banco de dados UCSC Xena) para comparar os sítios CpGs 

diferencialmente metilados e o perfil de expressão dos genes, contribuindo com a 

escolha dos sítios CpGs diferencialmente metilados para validação por 

pirosequenciamento. Os critérios estatísticos utilizados para seleção de sondas 

diferencialmente metiladas foram os mesmos descritos anteriormente. 

 

 

3.4.2 Análise experimental dos genes alvos selecionados 

 

 

3.4.2.1 Casuística 

 

 

Foram utilizadas 30 amostras de tecido congelado provenientes do 

Biobanco de tumores do ACCCC, divididas em dois grupos: 

- Grupo 1: 15 amostras de CCEB; 
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- Grupo 2: 15 amostras de tecido adjacente ao tumor.  

Foram incluídas amostras de tecido congelado de pacientes submetidos à 

cirurgia como tratamento ao CCEB primário, com lesão em língua, assoalho, 

região retromolar ou gengiva. Também foram consideradas amostras de pacientes 

com follow up de 05 anos que apresentassem os seguintes dados clínicos: idade, 

sexo, TNM, estágio clínico, dados de consumo tabaco e álcool, informações sobre 

sobrevida, recidiva e metástase.  

Não foram incluídas amostras de pacientes previamente submetidos a 

quaisquer outros tipos de tratamento oncológico, como radioterapia ou 

quimioterapia; tumores secundários ou primários localizados em base de língua 

ou orofaringe. 

Foram excluídas as amostras com porcentagem de tumor confirmado por 

laudo histopatológico < 70% e com necrose > 20%; e amostras de pacientes sem 

acompanhamento médico ou prontuário com informações insuficientes. 

A extração do DNA e o teste para HPV foram realizados pela equipe técnica 

do Biobanco de Tumores. A extração foi feita de forma automatizada no 

equipamento QIAsymphony (Qiagen, CA, EUA), utilizando o protocolo BC400-

V7 do QIAsymphony DNA Mini kit (Qiagen, CA, EUA). Neste protocolo foi feito 

um tratamento adicional do DNA com a enzima RNase A (7.000 U/mL) (Qiagen, 

CA, EUA). O teste de positividade para HPV foi realizado por meio de imuno-

histoquímica para a proteína p16 ou com LINEAR ARRAY® HPV Genotyping Test 

(Roche, Canada). 

A etapa de validação experimental foi realizada no Centro de Pesquisa em 

Oncologia Molecular (CPOM) do Hospital de Amor, em Barretos, São Paulo. 
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3.4.2.2 Desenho dos primers 

 

 

Foram utilizados primers adquiridos da Exxtend para os diferentes CpGs de 

interesse de acordo com os resultados obtidos da HM450K e TCGA.  

Para desenho dos primers, foi feito acesso ao arquivo disponibilizado pela 

Illumina® (fabricante da HM450K), o qual dispõe a sequência forward (122pb) 

das sondas que investigaram cada sítio CpG. Estas sequências foram então 

importadas para o site Human Blat Search a fim de identificar essas regiões no 

genoma humano.  

Com esta ferramenta, foi possível identificar a sequência com 100% de 

correspondência à região do sítio CpG investigado e assim obter uma sequência 

maior, em torno de 900 pb para desenho dos primers.  

As regiões correspondentes à ilha CpG, SNPs e regiões repetitivas foram 

marcadas em cores de fácil distinção na sequência. 

Esse trecho do DNA foi então transferido para arquivo Word (2016), onde 

foi destacado o CpG de interesse investigado pela sonda da HM450K. 

Para simular a conversão por bissulfito foram realizadas as seguintes 

etapas: substituição de “CG” por “XY”, substituição de “C” por “T” e, por fim, 

substituição de “XY” por “CG”.  

Assim, foram desenhados três primers: um de sequenciamento (S), um 

forward (F) e um reverse (R). Os primers foram desenhados de acordo com os 

seguintes critérios: tamanho de 18 a 28 pb; não conter “CG”, regiões repetitivas 

ou SNPs. O primer F não poderia ter 3 C’s ou G’s dentre os cinco primeiros 

nucleotídeos; e o primer R não poderia ter 3 C’s ou G’s dentre os cinco últimos 

nucleotídeos. Os primers F e R deveriam ter a mesma quantidade de C ou G e 

pelo menos 50% destas bases em sua composição; temperatura de anelamento 

acima de 50 ºC; fragmento amplificado (amplicon) menor que 400 pb. O primer 
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S deveria seguir as mesmas regras devendo estar há pelo menos 12 pb antes do 

CpG de interesse. 

Para maior efetividade da reação de PCR, foi utilizada a ferramenta 

OligoAnalyZer (2019) disponibilizado em plataforma online pela Integrated DNA 

Tecnologies (IDT) para checagem das características dos primers: conteúdo CG, 

temperatura de anelamento, sequência complementar, hairpin (evidencia a 

possibilidade da estrutura do primer anelando sobre ele mesmo), self-dimer 

(forward anela-se a outro forward) e hetero-dimer (forward anela-se a um primer 

reverse). 

As sequências forward, reverse e de sequenciamento podem ser vistas no 

Quadro 1. 

 

 

Quadro 1-  Primers desenhados utilizados na PCR e pirosequenciamento 

 

Gene Primer Sequência 

APC 

F 5’ TGGTTTAGTTAGTGGAGTG 3’ 

R 5’ TTACTTCCCCAAAATCCA 3’ 

Seq 5’ TTGTAATATAAT 3’ 

BRCA1 

F 5’ TTGGAGAAGTTTAAGGGA 3’ 

R 5’ CCACAAACTCTCCAACTCT 3’ 

Seq 5’ ATTTTTTTCGTGTTTT 3’ 

FHIT 

F 5’ AGGTTGAGAGATTTGGGG 3’ 

R 5’ CCCAAAAACCCTCTCACA 3’ 

Seq 5’ GAAGTAAGTATA 3’ 

HOXA1 

F 5’ TAGTGGGAGGTAGTTAGAGTG 3’ 

R 5’ CCAACTTCACTACCAAACAAC 3’ 

Seq 5’ TTTTGTTTTATT 3’ 

WIF1 

F 5’ GTGGAGAGAGGAGGATATAG 3’ 

R 5’ CAAACTCCTTAACACCCAAAC 3’ 

Seq 5’ GGAAAATTTTT 3’ 

Legenda: F: forward; R: reverse; Seq: sequenciamento. 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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3.4.2.3 Conversão do DNA por bissulfito de sódio 

 

 

Este processo é fundamental para a análise de metilação, haja vista que as 

citosinas metiladas permanecem como citosinas, enquanto citosinas não-

metiladas são convertidas em uracilas, que após amplificação por PCR, são 

convertidas em timina. O método é considerado padrão ouro para análises de 

metilação e consiste nas seguintes etapas: denaturação, sulfonação, deaminação, 

purificação, dessulfonação e eluição das amostras. As amostras foram convertidas 

por meio do EZ DNA Methylation-LightningTM kit (Zymo Research, Irvine, 

EUA). 

Foi utilizado 1 µg de DNA em um volume total de 20 µL em tubos de 0,2 

µL.  Para a etapa de denaturação, sulfonação e deaminação foi adicionado 130 µL 

de Lightning Conversion Reagent (Zymo Research) e misturado em vórtex. Os 

tubos foram postos em um termociclador Veriti (Applied Biosystems, Foster City, 

EUA) a 98 ºC durante 8 min e 54 ºC por 60 min e, por fim, estocado a 4 ºC por 

até 20 horas.  

Na segunda etapa de purificação e dessulfonação alcalina, foi adicionado 

600 µL de solução tampão M-Binding Buffer (Zymo Research) dentro de uma 

coluna Zymo-Spin™ IC (Zymo Research) e esta coluna foi posta em um tubo 

coletor. Então foi adicionado a amostra de DNA da etapa anterior, foram 

misturados manualmente por inversão e então colocados em centrífuga durante 

30 s em velocidade máxima (14.000 rpm). O sobrenadante foi descartado. Foi 

então adicionado 100 µL de M-Wash Buffer (Zymo Research) e centrifugado por 

30 s a 14.000 rpm. Foi adicionado 200 µL de L-Desulphonation Buffer (Zymo 

Research), incubado em temperatura ambiente (25 °C) durante 20 min e depois 

centrifugado a 14.000 rpm por 30 s. Foi adicionado 200 µL de M-Wash Buffer 

(Zymo Research) e centrifugado por 2 min a 14.000 rpm, essa etapa de lavagem 
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foi realizada duas vezes. 

A coluna foi transferida para um tubo de microcentrífuga de 1,5 mL e foram 

adicionados 40 µL de água ultrapura a sua matriz. O tubo foi deixado em 

temperatura ambiente por 3 min e então foi centrifugado a 14.000 rpm durante 30 

s para eluir o DNA (Figura 4). O material seguiu então para amplificação por 

Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) ou foi estocado a -20 ºC. 

 

 

Figura 4 - Coluna Zymo-Spin™ IC e tubo contendo DNA eluído 

 

 

Legenda: Observa-se a Coluna Zymo-Spin™ IC (seta vermelha) onde ocorre a etapa de dessulfonação 

alcalina da uracila sulfonada, proveniente da etapa anterior de conversão realizada no termociclador. A 

seta amarela aponta para o cubo coletor e a seta azul mostra o DNA eluído e convertido. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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3.4.2.4 Amplificação do DNA por PCR e eletroforese 

 

 

Após o tratamento com bissulfito de sódio, cada amostra de DNA foi 

amplificada utilizando o Kit HotStarTaq DNA Polymerase (Qiagen) com um 

primer reverse marcado com biotina. 

Foi feito um Mix contendo: 17,05 µL de H2O, 2,5 µL do Buffer 10X, 0,5 

µL de desoxirribonucleotídeos trifosfato (dNTPs) (100 mM), 0,5 µL de primer 

forward (10 µM), 0,5 µL de primer reverse (10 µM) e 0,2 µL de Taq DNA 

polimerase (2,5 U/µL). Foi transferido 22 µL deste mix para tubos de PCR, 

adicionando também 3 µL do DNA convertido. Os tubos foram transferidos para 

o termociclador Veriti (Applied Biosystems, Foster City, EUA), onde à princípio 

passaram por um ciclo de 15 min a 95 ºC para ativação da HotStarTaq DNA 

polimerase, seguido por 45 ciclos sucessivos, envolvendo as seguintes etapas: 

denaturação: 30 s a 94 ºC; anelamento: 30 s a 57 ºC (primers BRCA1, HOXA1 e 

WIF1) e 59 ºC (FHIT); extensão: 30 s a 72 ºC.  

 Para avaliar a efetividade da reação de PCR, 3 uL do produto foi submetido 

a eletroforese em gel de agarose 1,5% com corante GelRed™ (Biotium). Foi 

utilizado um marcador molecular de 1kb (Invitrogen) para checagem do tamanho 

do amplicon e integridade das amostras. 

 

 

3.4.2.5 Pirosequenciamento 

 

 

Foi adicionado 60 μL do mix contendo 3 μL de estreptavidina (Streptavidin 

Sepharose GE, Healthcare), 40 μL de tampão de ligação (Binding Buffer, Qiagen) 

e 17 μL de H2O MilliQ em cada poço de uma placa de PCR e em seguida foi 
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adicionado 20 μL de cada amostra (produto da PCR). Essa placa foi agitada por 

10 min a 1400 rpm para ligação da biotina as beads presentes na streptavidina e 

posteriormente submetida a bomba vácuo (PrepStation). 

A bomba foi encaixada na placa de PCR e o vácuo ligado para drenagem 

do líquido e captura do DNA pelas beads (Figura 5). 

 

 

Figura 5 – Purificação das amostras de DNA obtidas da reação de PCR 

 

 
Legenda: A: Agitador no qual a placa de PCR contendo as amostras foi colocada a 1400 rpm por 10 

min. B: Ferramenta PrepStation sugando o conteúdo dos poços. C: DNA ligado a estreptavidina, onde 

cada ponta (seta vermelha) corresponde à amostra de um poço. 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

Em seguida o pente contendo as amostras foi lavado em 100 mL de etanol 

70%, seguido por 100 mL de solução de denaturação utilizando o PyroMark 

Denaturation Solution (Qiagen) e, por fim, foi feita outra lavagem utilizando 100 

mL do PyroMark Washing Buffer (Qiagen). 

O produto já purificado foi então transferido do pente para uma placa de 

sequenciamento (PSQ 96 low plate) contendo em cada poço 38,4 µL de tampão 
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de anelamento (Annealing Buffer, Qiagen) e 1,6 µL do primer de sequenciamento 

(10 mΜ).  

Posteriormente a placa foi incubada a 80 ºC por 3 min e resfriada a 

temperatura ambiente por 10 min, seguida de 10 min a 8 ºC para anelamento dos 

primers de sequenciamento (Figura 6).  

 

 

Figura 6 – Workstation utilizada para lavagens das amostras e transferência para 

placa de sequenciamento 

 

 

Legenda: A: Segunda lavagem em solução denaturante. B: Última etapa de lavagem no Washing Buffer 

(Qiagen). C: Processo de transferências das amostras fixadas no pente para a placa de sequenciamento 

contendo tampão de anelamento e os primers de sequenciamento. D: Placa de sequenciamento posta no 

termobloco durante 03 min a 80 ºC. 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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O produto purificado e ligado aos primers de sequenciamento foi 

transferidos para o equipamento PSQ HS 96A Pyrosequencer (Qiagen, Valencia, 

CA) (Figura 7), juntamente com um cartucho (Figura 8) contendo as enzimas 

(ATP sulfurilase, luciferase e apirase), substratos (adenosina 5-fosfo-sulfato e 

luciferina) e dNTPs, reagentes do kit Pyromark Gold Q96 (Qiagen, Valencia, 

CA). Neste equipamento foi realizado o sequenciamento em tempo real das 

regiões avaliadas e, para garantir a confiabilidade dos dados, foram utilizados 

controles comerciais (Qiagen) 100% metilado e 0% metilado.  

O nível de metilação de cada CpG foi quantificado com base no SNP 

(Single Nucleotide Polimorphism) gerado na posição da citosina após conversão 

de bissulfito de sódio (citosinas metiladas permanecem como citosinas, enquanto 

citosinas não-metiladas serão convertidas em timina).  

 

 

Figura 7 – Pirosequenciador utilizado para quantificar os níveis de metilação 

 

 

Legenda: PSQ HS 96A Pyrosequencer (Qiagen, Valencia, CA). 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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Figura 8 - Cartucho contendo enzimas, substratos e dNTPs utilizados no 

pirosequenciamento 

 

 

Legenda: 1: Cartucho em vista frontal. 2: Cartucho vista superior, apontando os locais de dispensação 

dos reagentes utilizados no pirosequenciamento, sendo G - guanina, C - citosina, T - timina, S - 

substrato, A - adenina e E - Enzimas. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

3.5 Processamento de dados e análise estatística 

 

 

O programa PyroMark CpG foi utilizado durante o pirosequenciamento e 

para posterior análise da porcentagem de metilação. Todos os resultados foram 

correlacionados com os dados clínicos, histopatológicos e prognóstico dos casos 

de CCEB.  

Os dados paramétricos obtidos receberam tratamento estatístico utilizando 

o teste t de Student e os dados não paramétricos foram analisados pelo teste de 

Mann-Whitney. Para associação entre as variáveis foi utilizada correlação de 

Pearson ou Spearman. Em todos os testes foi adotado um nível de significância 
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de 5%. 

A análise estatística foi executada no software GraphPad Prism 5.03 

(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). O teste post-hoc foi utilizado para 

definir a significância das diferenças estatísticas entre as médias pelo software 

GPower 3.1.9.4 (Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf, Düsseldorf, Germany). 
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4 RESULTADO 

 

 

4.1 Rastreamento global in silico realizada a partir de pacientes obtidos em 

colaboração com o ACCCC 

 

 

4.1.1 Casuística 

 

 

O perfil de metilação investigado na HM450K incluiu 53 amostras de DNA 

de CCEB e 53 amostras de DNA de TA. Destas amostras, 40 (75,5%) pertenciam 

a pacientes do sexo masculino e 13 (24,5%) a pacientes do sexo feminino.  

A idade média das mulheres foi de 52,62 (± 13,53) anos e dos homens 57,25 

(± 12,11) anos. Nesse grupo, havia 17 amostras (32,1%) com diagnóstico positivo 

para o vírus HPV e 36 negativos (67,9%), 38 amostras eram de fumantes (71,7%) 

e 15 de não-fumantes (28,3%). 

A língua foi o sítio mais acometido pelo CCEB, representando 75,5% das 

lesões. As características clínico-patológicas dos pacientes podem ser observadas 

na Tabela 1. 
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Tabela 1 - Dados clínico-patológicos dos pacientes participantes do estudo de 

metilação global utilizando a plataforma HM450K 

 

Variável Categoria n % 

Sexo Masculino 40 75.5% 
 Feminino 13 24.5% 

Tabagismo Sim 38 71.7% 
 Não 15 28.3% 

HPV Positivo 17 32.1% 
 Negativo 36 67.9% 

Sítio anatômico Língua 40 75.5% 
 Assoalho 4 7.5% 
 Palato 4 7.5% 
 Outros 5 9.4% 

Estágio clínico I/II (inicial) 16 30.2% 

  III/IV (avançado) 37 69.8% 
Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

4.1.2 Análise do perfil de metilação dos 24 genes alvo no CCEB e tecido 

adjacente 

 

 

A análise por meio da HM450K foi realizada em amostras de 53 pacientes 

com CCEB e 53 amostras de tecido adjacente. O nível de metilação dos sítios 

CpGs foi quantificado pelo valor β, que significa a proporção de sondas para um 

sítio CpG específico que se mostraram metiladas. Esse valor é calculado pela 

intensidade da sonda metilada dividida pela soma da intensidade das sondas 

metiladas e não metiladas. O valor β varia de zero (sítio CpG desmetilado) a um 

(sítio CpG totalmente metilado). Foram utilizados controles comerciais 0 e 100%  

metilados (Qiagen, Hilden, Alemanha). 
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A investigação dos genes alvos no estudo interno realizado na HM450K 

revelou 1.076 sondas cobrindo os 24 genes alvos. Dentre essas sondas, 463 

apresentaram p ≤ 0,01 e FDR ≤ 0,01. Essas sondas receberam agrupamento por 

gene e região gênica, assim os resultados abaixo são apresentados em dois grupos, 

sendo um para região promotora, 1º éxon e região 5’UTR (causam possível 

supressão da expressão gênica) e outro para corpo gênico e região 3’UTR (regiões 

que podem levar ao aumento da expressão gênica). Foram considerados apenas 

os genes que apresentaram no mínimo três sítios CpGs (três sondas) em pelo 

menos um dos grupos acima. 

O único gene que apresentou diferença estatística entre o CCEB e o tecido 

adjacente foi MGMT no corpo gênico e/ou região 3’UTR, com β valor médio de 

0,79  0,16 no CCEB e 0,85  0,26 no tecido adjacente (p = 0,028). 

Os genes APC, BRCA1, FHIT, MGMT, RASSF1, RUNX3 e VHL estavam 

hipermetilados (β > 0,50) no CCEB e no tecido adjacente na região promotora, 1º 

éxon e/ou 5’UTR (Figura 9). Por sua vez, os genes CDH1, CDH13, CDKN2A, 

ESR1,GSTP1, NEUROG1, TP73 e WIF1 mostraram-se hipometilados (β ≤ 0,50) 

em ambos os tecidos (Figura 10). 
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Figura 9 - Média dos valores β obtidos na região promotora, 5’UTR e/ou 1º 

éxon no CCEB e no tecido adjacente 

 

 

 

Legenda: Tu: CCEB; Ta: tecido adjacente. Acima da linha pontilhada, observa-se genes hipermetilados 

(β > 0,50) e abaixo dela, hipometilados (β ≤ 0,50). Não houve diferença estatística entre CCEB e tecido 

adjacente nesta região. 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura 10 - Média dos valores β obtidos no corpo gênico e/ou 3’UTR no CCEB e 

no tecido adjacente 

 

 

 

Legenda: Tu: CCEB; Ta: tecido adjacente. *: p = 0,028. Acima da linha pontilhada, observa-se genes 

hipermetilados (β > 0,50) e abaixo, hipometilado (β ≤ 0,50). O gene MGMT foi o único a apresentar 

diferença estatística significante entre o CCEB e tecido adjacente nesta região. 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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4.1.2.1 Validação in sílico do perfil de metilação dos 24 genes alvo no CCEB 

a partir de dados obtidos no TCGA (HM450K e RNA-Seq) 

 

 

 Os dados disponíveis no UCSC Xena referentes aos carcinomas de boca 

rastreados pelo consórcio TCGA foram utilizados para validar o perfil de 

metilação obtido no estudo interno para os diferentes sítios CpGs nas amostras de 

CCEB. Assim, após aplicação dos mesmos critérios de busca, foram identificadas 

599 sondas que investigaram os 24 genes alvos.  

Essas sondas foram comparadas aos resultados obtidos no estudo interno 

por meio da plataforma HM450K e assim foram identificados 335 sítios comuns 

ao estudo interno e externo.  

Na região promotora, 5’UTR e/ou 1º éxon foram validados 143 sítios  

pertencentes a 11 genes, com ao menos três sítios em ambos os estudos. Dentre 

estes sítios, os que estavam hipermetilados pertenciam aos genes BRCA1, FHIT, 

MGMT, RASSF1 e RUNX3 (Figura 11). Apenas os genes BRCA1 e RUNX3 

apresentaram sítios hipermetilados em ilha CpG,  β = 0,61 e β = 0,63, 

respectivamente. 
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Figura 11 - Médias de valores β obtidas no estudo interno (HM540K) e externo 

(TCGA) para os genes que apresentaram pelo menos três sítios CpGs 

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

 

 
Legenda: Int: interno - HM450K; Ex: TCGA. Média dos valores β por gene de acordo com o estudo 

interno (amarelo) e externo (TCGA - verde). Considerou-se apenas os genes com pelo menos três sítios 

CpGs investigados nas regiões promotora, 5’UTR e 1º éxon, independentemente da localização em 

relação à ilha CpG. A linha pontilhada identifica os genes com β > 0,50 (hipermetilado). 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

 Na região de corpo gênico e/ou 3’UTR foram observados 181 sítios 

hipermetilados, pertencentes a 14 genes com pelo menos três sítios comuns a 

ambos os estudos. Dentre estes, foram observados sítios CpGs hipermetilados 
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pertencentes aos genes CDH13, DAPK1, FHIT, HOXA1, MGMT, PDLIM4, 

RARB, RUNX3, SOCS1, TIMP3, TP73 e VHL (Figura 12). 

 

 

Figura 12 - Médias de valores β obtidas para os genes que apresentaram no 

mínimo três sítios hipermetilados em região  5'UTR, 1º éxon e 3'UTR 

 

 
Legenda: Int: interno - HM450K; Ex: TCGA. Média dos valores β por gene de acordo com o estudo 

interno (amarelo) e externo (TCGA - verde). Considerou-se apenas os genes com pelo menos três sítios 

CpGs investigados nas regiões de corpo gênico e 3’UTR, independentemente da localização em relação 

à ilha CpG. A linha pontilhada identifica os genes com β > 0,50 (hipermetilado). 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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interno e os dados disponíveis no TCGA (p = 0,14). 

 

 

4.1.3 Comparação entre o perfil de metilação de tumores de pacientes 

fumantes e não-fumantes 

 

 

Para identificação das posições diferencialmente metiladas (PDM), isto é, 

sítios CpGs diferencialmente metilados entre pacientes tabagistas e não-

tabagistas, foi analisado o perfil de metilação de cada sítio CpG comparando as 

38 amostras de CCEB de pacientes fumantes a 15 amostras de CCEB de não-

fumantes.   

Entretanto, sabe-se que podem ocorrer variações técnicas de forma 

aleatória no processo de análise, assim, diferenças mínimas de metilação, podem 

não denotar uma diferença biológica real entre os grupos fumantes e não-

fumantes. Destarte, foi considerado um limite inicial absoluto de diferença de 

metilação (Δβ) de 10% entre os grupos estudados, ou seja, o valor β do grupo 

fumante menos o valor β do grupo não-fumante (Δβ) deveria ser no mínimo de 

0,10 ou 10%. Essa porcentagem foi selecionada com base em estudos prévios 

(Dedeurwaerder et al., 2014; Imgenberg-Kreuz  et al., 2016; Peters et al., 2015). 

Assim, robustecendo, o sítio CpG foi considerado diferencialmente metilado entre 

os grupos de CCEB fumantes e não-fumantes quando ∆β ≥ 10%, sendo FDR e p 

valor < 0,01. 

Apesar de terem sido identificados alguns sítios com ∆β ≥ 10% em CCEB 

de pacientes tabagistas para os genes ESR1, MGMT, FHIT, NEUROG1 e TP73, 

esses sítios apresentaram FDR > 0,01, tornando estes achados poucos confiáveis 

(Tabela 2).  
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Tabela 2 - Comparação entre os níveis de metilação entre tumores de pacientes 

tabagistas e não-tabagistas 

 

Sonda Gene ∆β p valor FDR 

cg21608605 ESR1 -0.12 0.005 0.811 

cg17706972 ESR1 -0.10 0.010 0.811 

cg25145165 MGMT -0.10 0.014 0.811 

cg15570148 FHIT -0.10 0.017 0.811 

cg04330449 NEUROG1 0.11 0.022 0.811 

cg00295572 TP73 0.11 0.029 0.811 

cg04391111 TP73 0.11 0.035 0.811 

cg04897683 NEUROG1 0.12 0.044 0.811 

Legenda: A primeira coluna mostra as sondas da HM450K que investigaram os sítios CpGs pertencentes 

aos genes da segunda coluna. Estes sítios apresentaram valor diferencial de metilação (∆β) ≥ 10% na 

comparação entre tumor de paciente tabagista e não-tabagista , entretanto, não foram considerados para 

as próximas análises por apresentarem FDR  > 0,01. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

4.1.4 Comparação entre o perfil de metilação do tecido tumoral e adjacente 

 

 

Nesta análise, objetivou-se encontrar uma diferença (∆β) significativa, ou 

seja, PDMs entre as amostras de CCEB e o tecido adjacente, considerando os 

mesmos critérios dispostos acima (∆β ≥ 10%, p valor < 0,01 e FDR < 0,01). Para 

tanto, comparou-se os valores de metilação entre as 53 amostras de tumor e seus 

respectivos tecidos adjacentes. Dessarte, foram encontrados 198 PDMs em CCEB 

quando comparado ao tecido adjacente.  

Estes sítios CpGs diferencialmente metilados pertenciam a 20 genes, sendo 

estes: APC (4/198 - 2,0%), BRCA1 (5/198 - 2,5%),CDH1 (2/198 - 1%), CDH13 

(5/198 - 2,5%), CDKN2A (1/198 - 0,5%), DAPK1 (8/198 - 4%), ESR1 (21/198 - 

10,6%), FHIT (15/198 - 7,6%), HOXA1 (5/198 - 2,5%), MGMT (18/198 - 9,1%), 
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NEUROG1 (6/198 - 3%), PDLIM4 (2/198 - 1%), PTEN (1/198 - 0,5%), RARB 

(7/198 - 3,5%), RASSF1 (7/198 - 3,5%), RUNX3 (35/198 - 17,7%), TIMP3 (7/198 

- 3,5%), TP73 (39/198 - 19,7%), VHL (4/198 - 2%) e WIF1 (6/198 - 3%).  

Dentre as 198 PDMs, 99 (50%) apresentaram maior metilação no tecido 

tumoral e 99 (50%) maior metilação no tecido adjacente. A Figura 13 apresenta 

das PDMs conforme o gene e status de metilação.  
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Figura 13 - PDMs distribuídas por gene e status de metilação nos tecidos tumorais 

e adjacentes 

Legenda: Observa-se a distribuição dos 198 sítios CpGs diferencialmente metilados no tumor quando 

comparado ao tecido adjacente (∆β ≥ 10%, p valor < 0,01 e FDR < 0,01). O tamanho total de cada barra 

representa o número de posições diferencialmente metiladas por gene, a região em vermelho refere-se 

ao número de sítios CpGs com maior β valor no CCEB e em verde, aos sítios com maior β valor no 

tecido adjacente. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

Foram observadas 109 PDMs no CCEB localizadas na região promotora, 

5’UTR e/ou 1º éxon de 13 genes, correspondendo a 55,05% do total destes sítios 

CpGs diferencialmente metilados. 

Dentre esses sítios, 46 estavam localizados em ilha CpG, sendo estes 

pertencentes aos genes BRCA1 (03), DAPK1 (02), NEUROG1 (03), RUNX3 (19), 

TP73 (13) e WIF1 (06). Os outros 63 (31,81%) sítios eram dos genes APC (04), 

BRCA1 (02), ESR1 (17), FHIT (09), MGMT (01), NEUROG1 (03), RASSF1 (06), 
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RUNX3 (09) e VHL (01) em região shore, shelf ou open sea (Figura 14). 

 

 

Figura 14 - Sítios CpGs diferencialmente metilados no CCEB quando comparado 

ao tecido adjacente, conforme região gênica e localização em relação à ilha CpG 

 

 

 

Legenda: PDMs identificadas na região promotora localizadas em ilhas CpG e PDMs identificadas na 

região promotora localizadas em região shore, shelf ou open sea em relação à ilha CpG. 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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No corpo gênico e região 3’UTR, independentemente da localização em 

relação à ilha CpG, foram observados 89 (44,95%) PDMs no tecido tumoral, 

sendo estas pertencentes aos genes CDH1 (02), CDH13 (05), CDKN2A (1), 

DAPK1 (06), ESR1 (04), FHIT (06), HOXA1 (05), MGMT (17), PDLIM4 (02), 

PTEN (01), RARB (03), RASSF1 (01), RUNX3 (07), TIMP3 (07), TP73 (19) e 

VHL (03), essa distribuição pode ser observada na Figura 15. 

 

 

Figura 15 - Sítios CpGs diferencialmente metilados no CCEB quando comparado 

ao tecido adjacente, conforme região gênica e localização em relação à ilha CpG 

 

 

Legenda: PDMs identificadas no CCEB na região do corpo dos genes e 3’UTR. 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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4.1.4.1 Validação in sílico do sítios CpGs diferencialmente metilados no 

CCEB comparado ao tecido adjacente a partir de dados obtidos no TCGA 

(HM450K e RNA-Seq) 

 

 

As PDMs diferencialmente metiladas na análise anterior foram validadas 

in sílico por meio de comparação aos dados externos de metilação disponíveis no 

TCGA, seguindo os mesmos critérios aplicados aos dados internos da plataforma 

HM450K. 

Assim verificou-se que 16 sítios CpGs apresentaram valores diferenciais e 

significativos de metilação (∆β ≥ 10%, FDR e p valor < 0,01) em CCEB 

comparado ao tecido adjacente, tanto no estudo interno quanto nos estudos 

externos, sendo que estes cobriram os seguintes genes: APC, BRCA1, FHIT, 

HOXA e WIF1 (Tabela 3). 

A partir do banco de dados TCGA foram obtidos os níveis de transcritos 

(RNA-seq) de 165 carcinomas de boca e 15 tecidos adjacentes a fim de identificar 

uma possível relação entre a metilação e a expressão gênica destas PDMs. Os 

resultados obtidos nestas análises encontram-se na Tabela 3. 
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Tabela 3 - Comparação entre os dados internos de metilação e os dados externos de metilação e expressão disponíveis no 

TCGA 

 

Sondas Genes 
Região 

gênica 

Ref        

Ilha 

Dados internos HM450K Dados externos TCGA 

∆β p valor FDR ∆β* p valor* FC# p valor# 

cg25288140 BRCA1 Promotor Ilha -0.15 1.56E-07 9.23E-07 -0.15 3.43E-03 1.85 1.03E-05 

cg06973652 BRCA1 Promotor S_Shore -0.14 1.20E-06 5.54E-06 -0.17 7.17E-03 1.85 1.03E-05 

cg05815247 BRCA1 Promotor S_Shore -0.13 2.06E-07 1.18E-06 -0.14 1.27E-03 1.85 1.03E-05 

cg24900425 BRCA1 Promotor Island -0.11 1.28E-05 4.64E-05 -0.18 6.35E-04 1.85 1.03E-05 

cg05645292 FHIT Corpo Open Sea 0.10 8.57E-07 4.10E-06 0.13 1.23E-03 -5.21 1.40E-10 

cg23497707 APC 5'UTR S_Shelf 0.11 1.39E-06 6.30E-06 0.18 8.02E-07 -1.51 2.59E-03 

cg23865240 HOXA1 3'UTR Ilha 0.14 1.59E-07 9.33E-07 0.19 2.37E-12 10.55 7.10E-20 

cg22154659 HOXA1 3'UTR N_Shore 0.14 2.29E-07 1.30E-06 0.21 5.14E-15 10.55 7.10E-20 

cg07659054 HOXA1 3'UTR Ilha 0.16 2.98E-08 2.20E-07 0.21 5.51E-13 10.55 7.10E-20 

cg18805066 HOXA1 3'UTR Ilha 0.21 2.64E-12 4.43E-11 0.28 2.48E-16 10.55 7.10E-20 

cg26733786 WIF1 5'UTR Ilha 0.13 7.16E-08 4.61E-07 0.21 2.68E-06 -54.04 2.65E-16 

cg19427610 WIF1 5'UTR Ilha 0.15 3.09E-08 2.26E-07 0.24 1.52E-06 -54.04 2.65E-16 

cg24166864 WIF1 Promotor Ilha 0.18 8.09E-09 6.70E-08 0.31 3.34E-08 -54.04 2.65E-16 

cg03509412 WIF1 5'UTR Ilha 0.19 8.57E-11 1.10E-09 0.30 2.34E-08 -54.04 2.65E-16 

cg26397188 WIF1 Promotor Ilha 0.19 6.04E-09 5.33E-08 0.30 1.85E-08 -54.04 2.65E-16 

cg21383810 WIF1 Promotor Ilha 0.16 6.54E-08 4.29E-07 0.34 7.94E-08 -54.04 2.65E-16 

Legenda: FC: Fold-Change do nível de expressão no CCEB menos o tecido adjacente. Ref Ilha: Localização em relação à ilha CpG. *: dados de metilação; 
#: dados de expressão gênica. Observa-se os sítios CpGs diferencialmente metilados encontrados nos dados internos e validados no consórcio TCGA. Os 

sítios marcados em vermelho apresentam-se mais metilados nas amostras de CCEB e os sítios coloridos em verde mostraram-se menos metilados quando 

comparado ao tecido adjacente. 

Fonte: Elaborada pela autora
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4.2 Sítios CpGs diferencialmente metilados no CCEB quando comparado ao 

tecido adjacente selecionados para validação experimental 

 

 

Como mencionado anteriormente, podem ocorrer variações técnicas de 

forma aleatória no processo de análise, assim, diferenças mínimas de metilação 

podem não denotar uma diferença biológica real entre os grupos comparados. 

Deste modo, para maior assertividade nos resultados obtidos in sílico verificou-

se a necessidade de validar as PDMs identificas no CCEB quando comparadas ao 

tecido adjacente de forma experimental por uma metodologia quantitativa. 

Deste modo, após análise exploratória in sílico dos dados internos e 

externos (TCGA), os 16 sítios diferencialmente metilados seriam validados 

experimentalmente por pirosequenciamento. A primeira etapa deste processo 

consistiria no desenho manual dos primers de amplificação e sequenciamento das 

16 regiões alvo. Entretanto, diante de dificuldades em atingir todos os critérios de 

qualidade e especificidade no desenho manual dos primers de PCR e 

sequenciamento, foi escolhido um CpG de interesse por gene:  

Estes sítios foram escolhidos com base nas regiões com as melhores 

sequências, ou seja, ausência de SNPs e regiões repetitivas, e que permitiriam 

primers com boa quantidade de conteúdo CG e temperaturas de melting e 

anelamento adequadas. Assim, foram escolhidos os seguintes sítios: APC - 

cg23497707, BRCA1 -cg05815247, FHIT - cg05645292, HOXA1 - cg07659054 e 

WIF1 - cg03509412. 

Durante os testes de padronização realizados com controles comerciais 

positivos e negativos de metilação (Qiagen), os primers dos genes APC 

(cg23497707) e WIF1 (cg03509412) não apresentaram resultados satisfatórios 

(Figura 16), portanto a validação experimental foi realizada para os seguintes 

sítios: BRCA1 (cg05815247), FHIT (cg05645292), HOXA1 (cg07659054). 
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Os demais sítios diferencialmente metilados serão validados em trabalhos 

futuros utilizando o Software PyroMark Assay Design (Qiagen) para desenho dos 

primers. 

 

 

Figura 16 - Eletroforese mostrando o resultado dos testes efetuados como os 

primers para as regiões dos genes APC, BRCA1, FHIT, HOXA1 e WIF1 

 

 
Legenda: Eletroforese realizada em gel de agarose 1,5% para as regiões de interesse referentes aos genes 

APC, BRCA1, FHIT, HOXA1 e WIF1. Não foi possível observar bandas correspondente aos genes APC 

e BRCA1, os quais não tiveram seus fragmentos amplificados por PCR, portanto os sítios CpGs destes 

genes não seguiram para validação experimental. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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4.3 Validação experimental por pirosequenciamento 

 

 

4.3.1 Casuística 

 

 

Foram incluídos na validação experimental 11 pacientes do sexo masculino 

(73,3%) e 04 do feminino (26,7%), sendo 06 (40%) tabagistas ativos,  07 (46,7%) 

nunca tabagistas e 02 (13,3%) ex-tabagistas. Quanto ao consumo de álcool, 02 

(13,3%) pacientes eram ex-etilistas, 06 (40%) não-etilistas, 04 (26,7%) etilistas e 

03 (20%) apresentavam consumo social. As características clínico-patológicas 

estão apresentadas na Tabela 4. 
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Tabela 4 - Dados clínico-patológicos dos pacientes incluídos na validação 

experimental 

 

Variável Categoria n % 

Sexo Masculino 11 73.3% 
 Feminino 04 26.7% 

Tabagismo Não 07 46.7% 
 Ex-tabagista 02 13.3% 
 Sim 06 40.0% 

Etilismo Não 06 40.0% 
 Social 03 20.0% 
 Ex-etilista 02 13.3% 
 Sim 04 26.7% 

HPV Negativo 02 13.3% 
 NI 13 86.7% 

Sítio anatômico Língua 12 80.0% 
 Assoalho 03 20.0% 

Recidiva Sim 06 40.0% 
 Não 09 60.0% 

Estágio clínico I/II 06 40.0% 

  III/IV 09 60.0% 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

4.3.2 Análise geral do perfil de metilação dos sítios CpGs  

 

 

O perfil de metilação dos sítios CpGs investigados pertencentes aos genes 

BRCA1, FHIT e HOXA1, identificados na HM450K e validados in silico com os 

dados do TCGA, foram também validados experimentalmente por meio da técnica 

de pirosequenciamento em 30 amostras independentes das utilizadas nos estudos 

anteriores. 
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Todos os resultados obtidos foram analisados pelo PyroMark Q96 Software 

(Qiagen) para obtenção da porcentagem de metilação de cada sítio CpG 

investigado. Exemplos de pirogramas para cada região dos genes estudados 

podem ser observados na Figura 17. 
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Figura 17 - Pirogramas obtidos na investigação do nível de metilação dos sítios 

CpGs dos genes BRCA1, HOXA1 e FHIT 

 

 

Legenda: B5, B9 e B11: poços da placa de sequenciamento onde estavam amostras de tecido adjacente 

ou CCEB. RLU: Relative Light Unit - unidade de luz relativa usada na pirograma para definir altura de 

um pico. A sequência de nucleotídeos representa a região de anelamento do primer de sequenciamento 

seguida do sítio CpG de interesse sublinhado em vermelho. No eixo X do gráfico, os Cs marcados em 

amarelo representam sítios com 91%, 51% e 33% de metilação, BRCA1, FHIT e HOXA1, 

respectivamente. 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Os três sítios CpGs investigados apresentaram algumas diferenças no 

padrão de metilação obtidos nas análises anteriores. Assim, o sítio CpG do gene 

BRCA1 (promotor; shore) apesar de ter se mostrado hipermetilado no tecido 

tumoral e no tecido adjacente, média de 85,3% e 89,5%, respectivamente, 

apresentou maior hipermetilação do que as obtidas nos estudos anteriores. 

Para o sítio CpG do gene FHIT (corpo gênico; open sea), obteve-se média 

de 40,9% de metilação no CCEB e 37,5% no tecido adjacente, mostrando uma 

pequena diferença inferior ao nível de metilação do tecido tumoral obtidos 

anteriormente (β 0,46).  

O sítio CpG do gene HOXA1 (5’UTR; ilha CpG) apresentou média de 

55,5% de metilação no tumor e 39,6% no tecido adjacente, ambos menores do 

que foi identificado nos estudos exploratórios interno e externo.  

Os padrões de metilação dos três sítios CpGs obtidos nas análises interna 

(HM450K), no TCGA e no pirosequenciamento podem ser observados na Tabela 

5 e na Figura 18. 

 

 

Tabela 5 - Comparação entre os níveis de metilação obtidos no estudo interno, no 

TCGA e no pirosequenciamento para os três sítios CpGs diferencialmente 

metilados nas análises exploratórias  

 

    CCEB Tecido adjacente 

Sítio CpG Gene β Interno β TCGA % Piroseq β Interno β TCGA % Piroseq 

cg05815247 BRCA1 0.46 0.65 85.33 0.36 0.79 89.52 

cg05645292 FHIT 0.46 0.47 40.87 0.36 0.35 37.50 

cg07659054 HOXA1 0.63 0.62 55.49 0.47 0.41 39.60 

Legenda: CCEB: carcinoma de células escamosas bucal; % Piroseq: percentagem de metilação média 

obtida na análise de pirosequenciamento. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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Figura 18 - Dendograma representando o padrão de metilação obtido para cada sítio CpG nas amostras de CCEB e tecido 

adjacente na análise por pirosequenciamento 

 

Legenda: É possível observar a hipermetilação (> 70%) do gene BRCA1 nas amostras de CCEB e TA (tecido adjacente), assim como uma maior metilação 

do gene HOXA1 quando comparado ao gene FHIT. Os tons mais escuros representam maior metilação, tons mais claros menor metilação numa escala de 0 

a 1. Considerando os níveis de metilação dos genes BRCA1, FHIT e HOXA1  não foi possível observar um padrão de agrupamento eficiente entre as amostras 

de CCEB e TA.  

Fonte: Elaborado pela autora
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Quando os níveis de metilação entre o tecido tumoral e o tecido adjacente 

foram comparados, verificou-se apenas um sítio CpG diferencialmente metilado 

(p < 0,001) no CCEB, sendo este pertencente ao gene HOXA1 (Tabela 6). 

 

 

Tabela 6 - Porcentagem de metilação obtida no pirosequenciamento por sítio CpG 

de acordo com o gene e o tecido investigado 

 

Variável Média DP CV Mínimo Mediana Máximo p valor 

BRCA1-T 85.33 7.26 8.51 70.44 88.79 91.48 
0.0532 

BRCA1-A 89.52 1.73 1.94 86.84 89.36 92.47 

HOXA1-T 55.49 9.86 17.77 37.69 52.69 69.41 
0.0003* 

HOXA1-A 39.60 9.31 23.50 27.28 38.11 56.66 

FHIT-T 40.87 7.87 19.24 29.76 40.56 56.01 
0.3390 

FHIT-A 37.50 9.70 25.88 21.70 36.23 51.62 

Legenda: T: tumor (CCEB); A: tecido adjacente; DP: desvio padrão; CV: Coeficiente de variação;  *: p 

valor estatisticamente significante ( < 0,05) de acordo com o teste t pareado de Student.  

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Apenas o gene HOXA1 apresentou diferença de metilação entre o tecido 

tumoral e o tecido adjacente compatível com as análises anteriores. Os valores de  

∆β obtidos nas análises interna e externa, assim como a diferença de metilação 

identificada no pirosequenciador podem ser observadas na Tabela 7. 
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Tabela 7 - Diferenças de metilação entre o CCEB e o tecido adjacente obtidas nos 

estudos interno, TCGA e pirosequenciamento 

 

Sítio CpG Gene ∆β interno ∆β TCGA 
Diferença  

pirosequenciamento 

cg05815247 BRCA1 -0.13 -0.14 -4.19 

cg05645292 FHIT 0.10 0.13 3.38 

cg07659054 HOXA1 0.16 0.21 15.90 
Legenda: ∆β representa a diferença de metilação entre o β valor do tecido tumoral (CCEB) e o β valor 

do tecido adjacente nas análises realizadas na HM450K, tanto no estudo interno, quanto nos estudos do 

TCGA. A diferença obtida no pirosequenciamento refere-se a porcentagem de metilação do tumor 

menos a porcentagem do tecido adjacente. O sítio CpG em negrito representa uma posição 

diferencialmente metilada entre CCEB e o tecido adjacente, obtida na análise interna, validada nos 

estudos do TCGA e experimentalmente por pirosequenciamento. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

  

 

4.3.3 Correlação entre as PDMs e os dados clínico-patológicos dos pacientes 

 

 

Os níveis de metilação obtidos na análise de pirosequenciamento, tanto para 

as amostras de CCEB quanto para o tecido adjacente, foram padronizados e 

correlacionados aos dados clínico-patológicos dos 15 pacientes. Os dados 

paramétricos foram analisados pelo coeficiente de correlação de Pearson e os não-

paramétricos pelo coeficiente de correlação de postos de Spearman.  

O perfil de metilação do gene HOXA1 no tecido tumoral mostrou-se 

positivamente correlacionada à carga tabágica dos pacientes (r = 0,529 e p = 

0,044). Ainda no tecido tumoral, a metilação dos genes BRCA1 e FHIT 

mostraram-se positivamente correlacionadas (r = 0,567 e p = 0,03). 

No tecido adjacente, foi percebido que a maior metilação do gene FHIT 

estava fortemente correlacionada à maior metilação do HOXA1 (r = 0,717 e p = 

0,003). 
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Os pacientes do sexo masculino apresentaram maior metilação do gene 

BRCA1 (p < 0,001), principalmente no tecido adjacente. Por outro lado, a 

metilação do gene FHIT foi maior em pacientes do sexo feminino (r = -0,418 e p 

= 0,005). Os genes FHIT e HOXA1 apresentaram correlação positiva entre os 

níveis de metilação no tecido adjacente (r = 0,717 e p = 0,003). 

Apenas o sítio CpG do gene HOXA1 mostrou diferença estatística 

significante entre os pacientes que tiveram recidiva e outros que não recidivaram 

em um período de cinco anos (Figura 19). 

 

 

Figura 19 - Comparação entre os níveis de metilação obtidos para os pacientes 

que apresentaram recidiva locorregional em um período de cinco anos 

 

 
Legenda: CCEB: carcinoma de células escamosas bucal; TA: tecido adjacente; DM: diferença de 

metilação (metilação da amostra de CCEB menos a metilação do TA) obtida no pirosequenciamento. 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

Foi realizado teste post hoc de Cohen (comparação entre diferenças de 

média) para análise de poder do teste com base no resultado obtido para o gene 
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HOXA1. No qual obteve-se poder (1-β) = 0.999 e effect size = 1,272 conforme 

Figura 20. 

 

 

Figura 20 - Análise de poder do teste para o nível de metilação do sítio CpG do 

gene HOXA1 entre o tecido tumoral e o tecido adjacente 

 

 
Legenda: O gráfico mostra a probabilidade de ocorrer um erro do tipo II  (β), isto é, não rejeitar a H0 quando ela 

é falsa. Neste caso o poder do teste é de 99,9%, considerando α = 0,05 e efeito grande (d = 1,272). 

Fonte: Elaborada pela autora.  
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5 DISCUSSÃO 

 

 

A metilação de DNA tem se mostrado como um importante fator na 

patogênese de vários cânceres humanos, principalmente em estágios iniciais, 

estando relacionada também à evolução e ao desfecho da doença. Ainda assim, 

no câncer bucal, estes mecanismos são pouco compreendidos. Destarte, este 

estudo objetivou caracterizar o perfil de metilação em diferentes regiões de genes 

supressores de tumor afim de elucidar os fatores moleculares que interferem no 

prognóstico e sobrevida destes pacientes. 

Evidentemente, um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento 

do câncer bucal é o tabagismo. Sabe-se que o consumo de tabaco está relacionado 

a modificações epigenéticas. A metilação do DNA é o mecanismo mais bem 

compreendido e já foi identificado um perfil diferencial entre células normais de 

fumantes comparadas a de não-fumantes (Teschendorff et al., 2015).  

No âmbito do câncer, Alexandrov et al. (2018) encontraram alguns CpGs 

diferencialmente metilados em fumantes com adenocarcinoma de pulmão e 

câncer de boca quando comparado aos tumores de pacientes não-fumantes, 

porém, estes sítios não pertenciam a genes envolvidos na carcinogênese, nem a 

genes hipometilados no sangue normal ou em células bucais de fumantes de 

tabaco. 

Neste estudo, considerando a primeira análise in sílico, não foi evidenciada 

diferença significativa entre os níveis de metilação do grupo de genes estudados 

em CCEB de pacientes fumantes e não-fumantes. Acredita-se que isso possa ser 

atribuído ao fato de a carcinogênese ser um mecanismo extremamente complexo, 

envolvendo diferentes vias de evolução.  

Inegavelmente, nos tecidos normais de fumantes há diferença na metilação 

do DNA comparado aos de não-fumantes, conquanto que essas diferenças são 
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obscurecidas com o desenvolvimento do câncer. Saliente-se que, mesmo após o 

câncer ter se instalado, o tabagismo está relacionado a um maior número de 

substituições de bases, pequenas inserções, deleções e rearranjos genômicos em 

tumores de pacientes fumantes quando comparado aos mesmos tumores de 

pacientes não-fumantes (Alexandrov et al., 2018). 

Independente do hábito tabagista, sabe-se a que metilação na região 

promotora da ilha CpG interrompe a transcrição de genes supressores de tumor 

no câncer, por meio do recrutamento de proteínas repressoras ou proteínas que 

aumentam a afinidade do DNA pelas histonas (Jones et al., 1998). Estudos 

recentes têm mostrado que a metilação na região 5’UTR e 1º éxon também agem 

reprimindo a expressão gênica (Evans et al., 2018; Guo et al., 2020; Lim et al., 

2018). 

De modo geral, a hipermetilação da região promotora de diversos genes 

supressores de tumor tem sido relatada em CCEB, entretanto poucos estudos 

avaliaram a metilação em outras regiões gênicas e fora da ilha CpG. Neste estudo, 

os sítios CpGs pertencentes às regiões promotora, 5’UTR e 1º éxon foram 

analisados em conjunto devido às recentes evidências apontando que genes 

hipermetilados nessas regiões possuem expressão diminuída. 

Desta forma, foram observados dois genes, BRCA1 e RASSF1, 

exclusivamente hipermetilados na região promotora, 5’UTR e 1º éxon no CCEB, 

validados in sílico com os dados de metilação disponíveis no consórcio TCGA. 

Dentre estes, o BRCA1 (Breast Cancer 1) foi o único que apresentou 

hipermetilação exclusivamente na região promotora localizada em ilha CpG, 

embora a análise de expressão obtida no TCGA mostrou maior expressão desse 

gene no CCEB (FC = 1,85).  

Este gene atua na codificação de uma fosfoproteína importante na 

manutenção da estabilidade genômica e supressão tumoral (RefSeq, 2020), por 

isso tem suma importância no desenvolvimento de alguns tipos de cânceres. A 
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hipermetilação da sua região promotora é frequentemente identificada no câncer 

de mama (Brianese et al., 2018; Harahap et al., 2018; Vu et al., 2018).  

No CCEB, alterações no número de cópia do gene BRCA1 já foram 

associadas a maiores chances de metástase e recidivas (Ribeiro et al., 2018). 

Entretanto, este foi o primeiro estudo a relatar a hipermetilação deste gene em 

amostras de CCEB (β = 0,62).  

O gene RASSF1 (Ras association domain family member 1)  codifica uma 

proteína inibidora do acúmulo de ciclina D1, induzindo a parada do ciclo celular. 

A perda de expressão desse gene tem sido relatada em diversos tipos de cânceres. 

Sabe-se que esta inativação ocorre na maioria das vezes pela hipermetilação de 

sua região promotora (RefSeq, 2020). Strzelczyk et al., (2018) e Weng et al. 

(2018) já relataram hipermetilação do gene RASSF1 no CCEB, o que corrobora 

com o presente estudo, onde foi observada hipermetilação na região promotora 

deste gene (β = 0,64). 

Apesar do papel da metilação na região promotora dos genes já ser bem 

elucidado, o papel da metilação em regiões fora do promotor ainda permanece 

incerto. A metilação no corpo do gene e região 3’UTR tem prendido a atenção 

dos pesquisadores em relação ao seu papel no controle e eficiência da transcrição 

(Zhou et al., 2017). Segundo Jones (2012), a metilação no corpo dos genes 

contribui na carcinogênese causando mutações em células somáticas e 

germinativas e está positivamente correlacionada com os níveis de expressão 

gênica. 

Ainda diante da ausência de conhecimento nesta área, McGuire et al. (2019) 

investigaram em 10 tipos de tumores a relação entre a metilação da região 3’UTR 

e a expressão gênica. Assim, identificaram que a metilação desta região e 

expressão gênica também estão positivamente correlacionadas. Deste modo, neste 

estudo, considerou-se que a metilação no corpo gênico tem papel similar à região 
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3’UTR, aumentando a taxa de transcrição, assim, essas regiões foram analisadas 

em conjunto.  

Outrossim, na região de corpo gênico e 3’UTR, foram identificados seis 

genes hipermetilados, CDH13, DAPK1, HOXA1, PDLIM4, RARB, TIMP3, TP73 

e VHL. Sendo que dentre estes, os genes CDH13 e HOXA1 apresentaram maior 

expressão no tecido tumoral quando comparado ao adjacente, FC = 1,78 e FC = 

10,55, respectivamente.  

 O gene CHD13 (Cadherin 13)  é responsável pela codificação de uma 

proteína membro da superfamília da caderina, entretanto não possui domínio 

citoplasmático como outras caderinas. Acredita-se que esta seja responsável por 

ser um regulador negativo de axônios no desenvolvimento neural, assim como 

protege células endoteliais do estresse oxidativo (RefSeq, 2020). Este gene é 

hipermetilado em muitos tipos de cânceres, incluindo aqueles que atingem a 

região colorretal (Ye et al., 2017), bexiga (Chen et al., 2016) e pulmão (Pu et al., 

2016).  

Noorlag et al., (2014) observaram hipermetilação da região promotora do 

gene CDH13 em 13% dos seus pacientes com carcinoma de células escamosas na 

língua, o que se opõe aos resultados obtidos neste estudo, onde foi vista 

hipermetilação meramente no corpo deste gene (β = 0,75).  

Acredita-se que a hipermetilação do corpo gênico esteja presente em genes 

que estão ativamente sendo transcritos, sendo frequente, por exemplo, no corpo 

de genes do cromossomo X ativo. Em 2009, Flanagan et al. sugeriram que a 

metilação excessiva no corpo gênico seria um mecanismo de modulação positiva 

do nível de transcrição. Deste modo, o aumento na metilação do corpo do gene 

CDH13 poderia estar relacionado a uma resposta ao estresse oxidativo das células 

tumorais.  

O gene DAPK1 (Death-associated protein kinase 1) é um candidato a 

supressor de tumor por ser um mediador positivo da morte celular programada. 
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Diversos estudos têm focado na hipermetilação deste gene sem discernir entre as 

diferentes regiões gênicas. Strzelczyk et al. (2019) identificaram que o nível de 

metilação geral deste gene estava positivamente correlacionado à metástase 

linfonodal e ao histórico familiar de câncer. Entretanto, a hipermetilação de 

DAPK1 mostrou correlação com menores taxas de óbito. 

No presente estudo, foi identificada hipermetilação apenas no corpo gênico 

de DAPK1 (β = 0,67), o que pode estar relacionado à tentativa do organismo de 

promover a morte celular programada destas células tumorais. 

O HOXA1 (Homeobox 1) codifica um fator de transcrição de ligação ao 

DNA que pode regular a expressão, morfogênese e diferenciação celular. Alguns 

estudos têm relatado maior expressão desse gene em CCEB e cânceres de cabeça 

e pescoço (Bitu et al., 2012; Rivera et al., 2014).  

Mohanta et al. (2019) relacionaram a expressão aberrante deste gene às 

células-tronco do câncer (cancer stem cells) e consequentemente a maiores 

episódios de recorrência. Todavia, não foram encontrados estudos que avaliaram 

a metilação deste gene em amostras de CCEB, deste modo, este estudo foi o 

primeiro a relatar hipermetilação na região 3’UTR do gene HOXA1 (β = 0,70), o 

que pode estar diretamente correlacionado com sua maior expressão no câncer 

bucal. Outros estudos têm mostrado hipermetilação desse gene no câncer de 

pulmão de pequenas células (Fang et al., 2016), colangiossarcoma (Prachayakul 

et al., 2017) e carcinoma da tireóide (Chang et al., 2016). 

O gene MGMT (O-6-methylguanine-DNA methyltransferase) codifica uma 

proteína que atua no reparo de DNA envolvida na defesa contra toxicidade e 

mutagênese causada por agentes alquilantes (RefSeq, 2020). A metilação da 

região promotora deste gene tem sido descrita em diversos cânceres, incluindo no 

CCEB. Ferlazzo et al. (2017) identificaram metilação deste gene em cerca de 60% 

dos seus pacientes e Dvojakovska et al. (2018) considerou este gene um possível 

biomarcador de diagnóstico não-invasivo. Ambos os estudos corroboram com o 
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perfil de metilação identificados na região promotora (β = 0,59), entretanto não 

investigaram os níveis de metilação no corpo do gene, que aqui, se mostrou mais 

hipermetilado (β = 0,78). 

O gene PDLIM4 (PDZ and LIM domain 4) é  um potencial gene supressor 

de tumor envolvido na manutenção do crescimento celular normal. A 

hipermetilação em sua região promotora já foi relatada em tumores de próstata 

(Vanaja et al., 2006), cólon e reto (Pataí et al., 2017), tireóide (Bozetatu et al., 

2019) e leucemia (Jelinek et al., 2017). No entanto, não existem relatos da 

metilação deste gene em tumores da boca ou cabeça e pescoço. Este estudo foi o 

primeiro a identificar a hipermetilação no corpo deste gene em amostras de CCEB 

(β = 0,57). 

O gene TIMP3 (Tissue inhibitor of metalloproteinase-3) codifica inibidores 

das metaloproteinases da matriz, envolvidas na degradação da matriz extracelular, 

suprime o crescimento, angiogênese, migração e invasão de células cancerígenas. 

A expressão de TIMP3 é induzida em resposta à estímulos mitogênicos e o 

silenciamento deste gene tem sido relatado em alguns tipos de cânceres, sendo 

associado à progressão da doença e ao pior prognóstico (Jackson et al., 2017).  

A metilação da região promotora do TIMP3 já foi relatada no câncer de 

mama triplo negativo (Maleva et al., 2018) e no câncer de tireóide (Stephaen et 

al., 2018). No presente estudo, não foi observada metilação na região promotora 

deste gene, sendo esta tipificada ao corpo gênico. Todavia, Su et al., (2019) 

identificaram que a supressão de TIMP3 pelo mecanismo de metilação da região 

promotora contribui para a metastatização de tumores da boca. Strzelczyk et al. 

(2018) utilizando pirosequenciamento, observaram uma taxa de metilação de 

50,67% na região promotora do TIMP3 em tumores da boca, enquanto este estudo 

revelou um perfil de metilação levemente superior (β = 0,73) no corpo do gene. 

Essa diferença pode ter ocorrido haja vista que o pirosequenciamento é uma 

técnica quantitativa, enquanto a plataforma HM450K faz uma análise exploratória 
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dos níveis de metilação. Além disso, é possível que em estágios iniciais do câncer, 

a metilação no corpo seja maior que na região promotora. 

O gene TP73 (Tumor Protein p73) faz parte da família p53 e codifica 

fatores de transcrição relacionados às respostas celulares ao estresse e 

desenvolvimento. Foram encontrados escassos estudos na literatura quanto às 

análises de expressão e metilação deste gene no desenvolvimento do CCEB. Khor 

et al. (2013) em estudo realizado com 40 amostras de CCEB, por meio de PCR 

metilação-específica (MSP) identificou um status de metilação de 92,5% para a 

região promotora de TP73.  

Segundo estudo realizado por Ribeiro et al. (2018), em Portugal, o status 

de metilação do mesmo gene foi menor que 50% em sua coorte de 49 pacientes, 

o que está de acordo com os resultados obtidos neste estudo para a região 

promotora  (β = 0,44). 

Stephen et al. (2009), em pesquisa com seis linhagens celulares de CCEB, 

identificaram hipermetilação de TP73 em duas delas relatando ser um evento 

primário na carcinogênese bucal. No presente estudo, a metilação foi maior no 

corpo deste gene (β = 0,65) quando comparado ao promotor (β = 0,44); não foram 

encontrados outros estudos avaliando o corpo deste gene. 

O gene VHL (von Hippel-Lindau tumor supressor) também apresentou 

metilação apenas no corpo gênico (β = 0,53). A proteína codificada por esse gene 

está envolvida na ubiquitinação e degradação do fator de transcrição induzível por 

hipóxia (HIF), importante na regulação da expressão gênica pelo oxigênio 

(RefSeq, 2020).  

No CCEB já foram identificadas perdas no cromossomo e alterações no 

número de cópias do gene VHL (Ribeiro, et al., 2017; Ribeiro et al., 2018). 

Conquanto, avaliando marcadores epigenéticos, Yeh et al. (2003) não 

identificaram metilação neste gene no câncer bucal. Sendo este, portanto, o 

primeiro estudo a relatar hipermetilação do gene VHL em amostras de CCEB. 
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No presente estudo, foram identificados dois genes com níveis de metilação 

diferentes entre o corpo gênico/3’UTR e a região promotora/5’UTR/1º éxon, 

ESR1 e RARB.  

O gene ESR1 (Estrogen Receptor 1) é um receptor de estrogênio essencial 

para a ligação de hormônios, ligação do DNA e ativação da transcrição. Este gene 

é expresso em diversos órgãos e possui processos de uso alternativo do promotor 

resultando em dezenas de variantes de transcrição, as quais muitas de suas funções 

não foram identificadas (RefSeq, 2020).  

No CCEB, o único estudo que  investigou a metilação deste gene, envolve 

a linhagem HSC-3 oriunda de carcinoma de células escamosas da língua, 

desenvolvido por Ribeiro et al. (2018), no qual encontraram nível de metilação de 

96% para este gene, o que está um pouco acima do resultado obtido no presente 

estudo nas regiões promotora/5’UTR e 1º éxon (β = 0,46) e corpo gênico/3’UTR 

(β = 0,61). Essa diferença pode ter sido ocasionada por se tratar de um estudo in 

vitro.  

O gene RARB (Retinoic acid receptor beta) codifica uma proteína 

responsável por ligar-se ao ácido retinóico, que medeia a sinalização celular na 

morfogênese embrionária, crescimento e diferenciação celular. Acredita-se 

também que esta proteína possa controlar o crescimento de alguns tipos de células, 

regulando a expressão gênica (RefSeq, 2020).  

Em experimentos com animais, Lai et al. (2014) identificaram que a 

hipermetilação da região promotora deste gene estava correlacionada com a perda 

de expressão e com o desenvolvimento do CCEB. Noorlag et al. (2014) 

observaram um maior nível de metilação (46%) do gene RARB em CCEB que 

acometeram o assoalho da boca. Ribeiro et al. (2018) também relataram alto nível 

de hipermetilação (75%) na região promotora deste gene em amostras de CCEB. 

Estes resultados não corroboram ao observado no presente estudo, onde se obteve 



76 

 

  

  

 

menor metilação (β = 0,30) na região promotora/5’UTR comparado ao corpo 

gênico (β = 0,60). 

Os gene FHIT e RUNX3 apresentaram-se hipermetilados tanto na região 

promotora/5’UTR/1º éxon, quanto no corpo do gene e 3’UTR. O gene FHIT 

(Fragile Histidine Triad) é responsável pela codificação da proteína Fhit, uma 

hidrolase de diadenosina trifosfato (AP3A) e membro da tríade de histidina, 

subfamília de proteínas de ligação a nucleotídeos (Haragannavar et al., 2019). A 

perda de expressão dessa proteína influencia a formação de tecidos neoplásicos 

devido à instabilidade genética, interrupção de vias de sinalização e perda do 

controle da divisão celular (Haragannavar et al., 2019). 

Em 2002, Chang et al. sugeriram que a expressão aberrante do gene FHIT 

poderia ser um evento inicial no desenvolvimento do CCEB. Entretanto, Lin et al. 

(2014), utilizando MSP, em estudo realizado com modelos celulares de CCEB, 

identificou que o silenciamento epigenético deste gene está relacionado à maior 

resistência a tratamentos por radioterapia.  

No presente estudo, foi identificado que este gene estava hipermetilado 

tanto na região promotora quanto no corpo gênico, β = 0,78 e 0,73, 

respectivamente, o que pode ter sido ocasionado pela maior porcentagem de 

pacientes avançados na coorte utilizada no estudo. 

O gene RUNX3 (Runt Related Transcriptor Factor 3) é um fator de 

transcrição importante da via supressora de tumor induzida por TGF-β (Gao et al., 

2009). A perda de expressão desse gene tem potencial para reduzir a sensibilidade 

celular, tanto na inibição de crescimento quanto na indução da apoptose (Ito, 

Miyazono, 2003). 

Este gene tem sido descrito como supressor de tumor em diversos tipos de 

cânceres, tais como bexiga, estômago, cólon, reto, fígado e pâncreas por meio de 

alterações na via Wnt, β-catenina e SMAD3/SMAD4 (Li et al., 2002; 

Subramaniam et al., 2009). 
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Por meio de um mecanismo ainda pouco explorado, o gene RUNX3 pode 

apresentar caráter oncogênico inibindo a transcrição de outros genes por meio da 

modulação da estrutura da cromatina principalmente em estágios avançados dos 

carcinomas de células basais e epitélio do ovário (Chuang, Ito, 2010). 

O papel de RUNX3 no câncer de cabeça e pescoço é incerto e controverso. 

Park et al. (2015) demonstraram, por meio de knockout gênico em camundongos, 

que a hiperexpressão de RUNX3 está correlacionada à invasão óssea e aumento 

de malignidade em CCEB. Kudo et al. (2011) definiram RUNX3 como oncogene 

ao relacionar a hiperexpressão desse gene ao crescimento celular e à inibição da 

apoptose em cânceres de cabeça e pescoço.  

Entretanto, Lim et al. (2014), em estudo realizado utilizando MSP, 

correlacionaram a hipermetilação de RUNX3 a menor sobrevida em cinco anos de 

pacientes com CCEB. 

Gao et al. (2009), por sua vez, realizaram uma análise por MSP em 30 

amostras de CCEB e encontraram RUNX3 pouco expresso devido à 

hipermetilação da região promotora (p < 0,001). Estes resultados estão de acordo 

com o que foi encontrado no presente estudo, entretanto, além da hipermetilação 

na região promotora (β = 0,61), também se observou hipermetilação no corpo 

deste gene (β = 0,55).  

Em relação a margem cirúrgica, muitos estudos têm investigado o potencial 

de alterações genéticas e epigenéticas nessas regiões como fatores de prognóstico 

para pacientes com CCEB. Grande parte destes relatam que o tecido adjacente ao 

tumor, mesmo histologicamente negativo para células cancerosas, já apresentam 

alterações que podem afetar o diagnóstico e a cura destes pacientes (Eljabo et al., 

2018; Supic et al., 2011; Strzelczyk et al., 2018).  

Diante deste panorama, este estudo buscou identificar sítios CpGs 

diferencialmente metilados entre o tecido tumoral e o tecido adjacente ao tumor, 
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margem cirúrgica, que fossem marcadores do prognóstico dos pacientes 

acometidos pelo CCEB. 

Na análise de metilação realizada por pirosequenciamento, foi observado 

maior metilação do sítio CpG investigado do gene BRCA1 para o tecido tumoral 

e também para o tecido adjacente,  85,3% e 89,5%, respectivamente, não havendo 

diferença estatística entre ambos. Entretanto, os genes FHIT e HOXA1 

apresentaram menor metilação na análise quantitativa quando comparada à 

análise exploratória da plataforma HM450K.  

Estas diferenças nos níveis de metilação obtidas por diferentes 

metodologias já foram reportadas anteriormente e reforçam a importância do uso 

de metodologias quantitativas para análises de metilação (Lim et al., 2014).  

O sítio CpG do gene HOXA1 apresentou diferença significativa nos níveis 

de metilação entre as amostras de CCEB e o tecido adjacente. Conforme 

mencionado anteriormente, a metilação na região 3’UTR pode controlar 

positivamente a expressão gênica, portanto esses dados corroboram com a 

literatura disponível onde há relatos de expressão aberrante do gene HOXA1 (Bitu 

et al., 2012; Ding et al., 2019; Mohanta et al., 2019; Hassan et al., 2006).  

Os dados acessados no consórcio TCGA também corroboram com esta 

teoria, mostrando que as amostras de CCEB quando comparadas com o tecido 

adjacente, apresentam maior expressão deste gene (FC = 10,55). Sugere-se que 

este aumento da expressão esteja relacionado à hipermetilação da região 3’UTR 

do gene HOXA1. 

Estudos já demonstraram a influência do tabagismo como causa da 

metilação em genes supressores de tumor em outros tipos de cânceres (Callahan 

et al., 2019), entretanto, não foi encontrado em nenhum outro estudo relação entre 

a carga tabágica e metilação da região 3’UTR do gene HOXA1 como aqui 

demonstrado. Assim, sugere-se maior investigação dessa possível causalidade. 
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Outrossim, o presente estudo mostrou que o óbito está negativamente 

correlacionado ao hábito tabagista. Isso pode ser justificado devido ao crescente 

aumento na frequência de casos de CCEB em pacientes abaixo dos 45 anos e não-

fumantes, principalmente no sexo feminino, em rebordo da língua. 

Segundo Hussein et al. (2017), mundialmente, tem sido relatado um 

crescente aumento no número de casos de CCEB em mulheres jovens e não-

fumantes. Entretanto, ainda não foi identificado se isso é um fator de causa 

hormonal ou uma resposta diferencial ao estresse ou se estritamente por fatores 

ambientais ou genéticos.  

De modo geral, as principais limitações deste estudo se deram em relação 

ao desenho dos primers para sequenciamento e ao tamanho amostral utilizado na 

validação experimental e posterior correlação aos dados clínico-patológicos. 

Dessarte, para estudos futuros, sugere-se métodos automatizados para desenho 

dos primers e maior número de casos nas análises experimentais. 
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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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