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RESUMO 

 

Martinelli CMS. Avaliação do perfil de metilação de genes alvo candidatos em tumores de 

células germinativas de testículo. Dissertação (Mestrado). Barretos: Hospital de Câncer de 

Barretos; 2015. 

 

JUSTIFICATIVA: Os TCGs de testículo (TCGTs) compreendem cerca de 98% de todas as 

neoplasias testiculares e são separados em dois grupos principais: seminomas e não 

seminomas. Há uma forte evidência de que o evento inicial na patogênese dos TCGTs ocorra 

durante o desenvolvimento embrionário e que apesar da variedade histológica desses 

tumores, estes possuem a mesma origem clonal. Dessa forma, as diferenças biológicas entre 

seminomas e não seminomas podem explicar o comportamento clínico e a resistência ao 

tratamento, e o entendimento da base molecular e genética desses tumores representa um 

importante avanço na busca de novos marcadores moleculares nesta doença. OBJETIVO: 

Estabelecer o perfil diferencial de metilação dos genes VGF, MGMT,  ADAMTS1, CALCA, 

HOXA9, CDKN2B, CDO1 e NANOG em tumores primários de células germinativas de testículo 

e em testículos normais e associar com as características clínico-patológicas e sobrevida dos 

pacientes. MATERIAL E MÉTODOS: Foram incluídas 72 amostras de TCGTs e 23 amostras de 

testículo normal. Essas amostras foram submetidas à extração de DNA e posterior conversão 

por bissulfito de sódio. Após a conversão, o padrão de metilação das amostras foi avaliado 

por meio da técnica de PCR em tempo real metilação específica (QMSP). RESULTADOS:  No 

nosso trabalho,  associações significativas foram encontradas em relação à metilação dos 

seguintes genes e características clínico-patológicas: VGF e alterações nos níveis de 

marcadores séricos; MGMT e tumores não seminomatosos; ADAMTS1 e presença de pelo 

menos um sítio metastático além de risco mais elevado do tratamento segundo IGCCCG; 

CALCA e tumores não seminomatosos e tumores refratários ao tratamento; HOXA9 e 

pacientes com idade acima de 29,6 anos e também à tumores não seminomatosos; CDO1 e 

presença de mais de um sítio metastático, tumores classificados nas categorias de maior 

risco segundo IGCCCG, além de tumores refratários ao tratamento. Além disso, a 

combinação de metilação de mais de dois genes foi associada a tumores não 

seminomatosos. A metilação dos genes avaliados não apresentou impacto nas estimativas 

de sobrevida global, entretanto, a metilação dos genes MGMT e CALCA tiveram impacto 



 

negativo nas estimativas de sobrevida livre de eventos. CONCLUSÕES: Nossos achados 

demonstraram que a metilação dos genes VGF, MGMT, ADAMTS1, CALCA, HOXA9 e CDO1 

apresentaram associações significativas com diversos aspectos relacionados à tumorigênese 

e características clínicas dos TCGTs. Portanto, concluímos que o perfil de metilação destes 

genes em TCGTs pode contribuir para a compreensão da biologia destes tumores e 

demonstra potencial como biomarcadores clínicos, merecendo uma investigação mais 

abrangente.  

 

PALAVRAS-CHAVE: Tumor de células germinativas de testículo; Metilação do DNA; VGF; 

MGMT; ADAMTS1; CALCA; HOXA9; CDKN2B; CDO1; NANOG. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Martinelli CMS. Evaluation of the methylation profile of candidate target genes in germ cell 

tumors of testis. Dissertation (Master´s degree). Barretos: Barretos Cancer Hospital; 2015. 

 

BACKGROUND: Testicular germ cell tumors (TGCTs) comprise about 98 % of all testicular 

neoplasms and are separated into two main groups: seminomas and non-seminomas. Strong 

evidences suggest that the first event in the pathogenesis of TGTs occurs during the 

embryonal development and besides the hystological variety of these tumors, they have the 

same clonal origin. Thus, biological differences between seminomas and non-seminomas 

may explain the clinical behavior and  treatment resistance, and understanding the 

molecular and genetic basis of these tumors implies an important advance in the search for 

new TGCTs molecular markers. AIMS:  To evaluate the promoter methylation status of: VGF, 

MGMT,  ADAMTS1, CALCA, HOXA9, CDKN2B, CDO1 and NANOG in primary TGCTs and in 

normal testis and associate with clinico-pathological parameters and with overall, and event-

free survivals. MATERIAL AND METHODS: We studied 72 TGCTs and 23 normal testis. The 

DNA extraction was performed followed by bisulfite conversion. The methylation profile of 

the samples was assessed by Real time methylation specific PCR. RESULTS: Statistical 

significance was found regarding the methylation of the following genes and clinico-

pathological parameters: VGF and changes in levels of serum markers; MGMT and non-

seminomas tumors; ADAMTS1 and more than one metastatic site as well as higher risk of 

treatment according to IGCCCG; CALCA and non-seminomas tumors and refractory tumors 

to treatment, HOXA9 and patients older than 29.6 years and also non-seminomas tumors; 

CDO1 and the presence of more than one metastatic site, tumors classified in the highest 

risk according to IGCCCG, and refractory tumors to treatment. Furthermore, the 

combination of methylation of two genes was further associated with non-seminomatous 

tumors. The methylation of the genes showed no impact on overall survival, however, the 

methylation of the MGMT gene and CALCA gene had a negative impact on event free 

survival. CONCLUSIONS: Our findings showed that methylation of the genes VGF, MGMT, 

ADAMTS1, CALCA, HOXA9 and CDO1 were significantly associated with several aspects 

related to tumorigenesis and clinical characteristics of TGCTs. We therefore conclude that 



 

the methylation profile of these genes in TGCTs can contribute to the understanding of the 

tumoral biology and demonstrates potential as clinical biomarkers, deserving a more 

comprehensive investigation.  

 

 

KEY WORDS: Testicular germ cell tumors; DNA methylation; VGF; MGMT; ADAMTS1; CALCA; 

HOXA9; CDKN2B; CDO1; NANOG. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1  Tumores de células germinativas 

 Os tumores de células germinativas (TCGs) fazem parte de um grupo heterogêneo e 

complexo de neoplasias derivado das células germinativas primordiais pluripotentes, que 

compreendem diferentes comportamentos clínicos, podendo ser benigno ou maligno1. 

Variações na diferenciação da célula progenitora dos TCGs definem a histologia e a 

localização do tumor: gonadal ou extragonadal2. Segundo a literatura, durante o 

desenvolvimento do TCG, as células passam por um estágio de carcinoma in situ antes de se 

diferenciarem em seminomas ou em células indiferenciadas de carcinoma embrionário. 

Assim, por meio da diferenciação, essas células resultam em tecidos embrionários ou 

extraembrionários que, por sua vez, podem se diferenciar em coriocarcinoma, tumor de seio 

endodérmico ou teratoma, constituindo desta maneira o grupo dos não seminomas (Figura 

1)3. 

 

 
Figura 1. Representação esquemática da histogênese de TCGs (retirado de Masters et al.3). 
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 Nos últimos anos, diferentes classificações histológicas foram propostas para a 

estratificação desses tumores. Atualmente, a classificação proposta pela Organização 

Mundial da Saúde (OMS), classifica os TCGs em: (I) Germinoma – chamado de seminoma 

quando localizado no testículo, e disgerminoma quando no ovário; (II) Tumor de seio 

endodérmico; (III) Carcinoma embrionário; (IV) Coriocarcinoma; (V) Tumor misto e (VI) 

Teratoma4. 

 Os TCGs de testículo (TCGTs) compreendem cerca de 98% de todas as neoplasias 

testiculares e são separados em dois grupos de acordo com a Classificação Internacional de 

Doenças Oncológicas (ICD-O): seminomas e não seminomas, cada um compreendendo 

aproximadamente 50% dos casos5. Em relação aos TCGTs, são diagnosticados cerca de três a 

seis novos casos a cada 100.000 homens por ano nos países desenvolvidos, representando a 

malignidade mais comum entre homens com as idades entre 20 e 35 anos, sendo a segunda 

causa de morte atribuída a câncer neste grupo6.  

 As diferenças biológicas entre seminomas e não seminomas podem explicar o 

comportamento clínico e a resistência ao tratamento de alguns pacientes que precisam de 

quimioterapia, e o entendimento da base molecular e genética desses tumores representa 

um importante avanço para o tratamento de pacientes com prognóstico desfavorável na 

busca de novos marcadores moleculares. 

 O tratamento padrão do tumor do TCG de testículo é composto de orquiectomia 

radical unilateral por via inguinal, seguido ou não de tratamento com quimioterapia e/ou 

radioterapia. O uso de tratamentos após a cirurgia vai depender do risco do paciente e do 

estadiamento da doença. Mais de 90% dos casos recém diagnosticados e 70% a 80% dos 

pacientes com doença avançada submetidos à quimioterapia, atingem a cura. Entretanto, 

para os pacientes refratários ao tratamento, poucas estratégias alternativas de tratamento 

estão disponíveis e, quase a totalidade destes pacientes evolui a óbito7. Um estudo realizado 

por Lopes et al.8, relatou a importância de estabelecer um protocolo de tratamento padrão 

para a melhora na sobrevida dos pacientes. Foram avaliadas a sobrevida de 106 crianças e 

adolescentes com TCG (entre estes 22 de localização testicular) tratadas no Brasil com o 

protocolo TCG-91, e o estudo identificou uma estimativa de sobrevida global de 83,3% em 

cinco anos para pacientes de alto risco tratados com cisplatina e etoposide, e uma 

estimativa de sobrevida global de 58,8% em cinco anos para pacientes também de alto risco, 

mas que receberam um tratamento combinado com três drogas. Dessa maneira, verificaram 
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que o uso de um tratamento complexo composto por muitas drogas pode não ser necessário 

para atingir uma maior estimativa de sobrevida global, mesmo para aqueles pacientes com 

doença avançada. 

 Há uma forte evidência de que o evento inicial na patogênese dos tumores de célula 

germinativa de testículo ocorra durante o desenvolvimento embrionário e que apesar da 

variedade histológica desses tumores, estes possuem a mesma origem clonal e derivam de 

um estágio precursor intratubular neoplásico (carcinoma in situ), compartilhando 

anormalidades citogenéticas similares e fenótipos distintos entre seminomas e não 

seminomas, bem como diferenças nos perfis de expressão gênica e epigenético9. 

 

1.1.1 Marcadores biológicos 

 A secreção de proteínas séricas como a alfa-fetoproteína (AFP) e a porção beta da 

gonadotrofina coriônica (beta-hCG) são marcadores importantes no manejo desta doença. A 

AFP, o beta-hCG e também a lactato desidrogenase (LDH) apresentam um papel importante 

como marcadores biológicos no diagnóstico e estadiamento dos tumores de células 

germinativas de testículo e seus valores devem ser conhecidos antes da cirurgia para 

remoção do tumor. Para os pacientes com tumores não-seminomatosos, a queda dos níveis 

séricos dessas proteínas após a cirurgia é um dos fatores de prognóstico mais importante10. 

  Além disso, o monitoramento do avanço da doença é baseado na verificação dos 

níveis desses marcadores, sendo que o aumento é um dos primeiros sinais de recaída. Existe 

um aumento no nível dos marcadores em 51% dos casos de câncer de testículo. A elevação 

da AFP ou beta-hCG é vista em 40 a 60% dos homens com tumores não-seminomatosos. 

Quanto aos tumores seminomatosos, 30% podem apresentar ou desenvolver um elevado 

beta-hCG durante o desenvolvimento da doença. Seminomas e não seminomas podem 

apresentar LDH elevados, porém é um marcador menos específico e sua concentração é 

proporcional ao volume do tumor. Ainda, a elevação do LDH está associada com outras 

doenças, além de TCGs11.  

 Logo, os níveis de marcadores tumorais séricos (S) são divididos em categorias: Sx, 

uma vez que os exames dos marcadores não foram realizados, S0 quando os marcadores 

estão dentro dos níveis normais, e S1, S2 e S3 quando estes marcadores encontram-se 

alterados, conforme descrito na Tabela 1. 
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Tabela 1 - Classificação dos marcadores séricos (S) antes da orquiectomia. 
 

 
N indica o limite máximo dos níveis de normalidade para o LDH. 

 

 

1.1.2 Estadiamento dos TCGTs 

O estadiamento dos TCGTs no adulto é realizado conforme o manual da American Joint 

Committee on Cancer (AJCC). A classificação “T” se refere a características de invasão local 

do tumor. A classificação “N” se refere à extensão do comprometimento dos linfonodos 

regionais e a classificação “M” reflete a presença de metástases a distância, assim como o 

local onde ela se encontra. Caracteristicamente, o nível dos marcadores tumorais séricos (S) 

também são levados em consideração para o apropriado estadiamento da doença. O 

agrupamento das classificações T, N, M e S ditam o estadiamento final 

correspondente(Anexo A). O estadiamento é realizado e baseado nos resultados da cirurgia 

e no resultado anátomo-patológico e são considerados: 1) Estadiamento I, o tumor é 

limitado ao testículo; 2) Estadiamento IS, o tumor é limitado ao testículo e os marcadores 

séricos estão elevados após a orquiectomia; 3) Estadiamento II, o tumor acomete também o 

retroperitôneo, através de metástases restritas aos linfonodos regionais. É dividido em IIA, 

IIB e IIC de acordo com o comprometimento nodal e o nível dos marcadores séricos; 

4)Estadiamento III, há presença de metástases além dos linfonodos regionais, também 

sendo dividido em IIIA, IIIB e IIIC, conforme o sítio de metástases e os níveis dos típicos 

marcadores tumorais (Anexo A)12. 

 

1.1.3 Classificação de risco dos TCGT segundo IGCCCG 

 Uma grande contribuição para avaliar o risco de forma mais sensível dos pacientes 

com TCGTs foi feita com os resultados do International Germ Cell Cancer Collaborative Group 

(IGCCCG) em 199713. O IGCCCG avaliou mais de 5.000 pacientes com TCG não-

seminomatosos (TCGNS) e 660 pacientes com seminoma avançado, com tempo de 

seguimento mediano de 5 anos. Para os casos pertencentes ao grupo dos não seminomas, 
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alguns fatores adversos independentes do prognóstico foram identificados: o sítio primário 

no mediastino e a presença de metástases viscerais não pulmonar, além do grau de elevação 

da AFP, beta-hCG e LDH. Para os seminomas, a característica adversa predominante foi a 

presença de metástases viscerais não pulmonar. Portanto, o IGCCCG utiliza a classificação 

TNMS junto com a histologia, a localização do tumor primário, localização das metástases e 

níveis dos marcadores séricos pré quimioterapia para categorizar os pacientes considerados 

avançados. A integração destes fatores identificou grupo de pacientes com bom prognóstico, 

compreendendo 60% dos TCGs com 91% de estimativa de sobrevida global em 5 anos; grupo 

com prognóstico intermediário, compreendendo 26% dos TCGs com 79% de estimativa de 

sobrevida em 5 anos, e  grupo com pior prognóstico, representando 14% dos TCGs (todos 

com TCGNS) com 48% (42% a 54%) de estimativa de sobrevida em 5 anos. Estes grupos 

fazem parte atualmente da tomada de decisão no tratamento de todos os TCGTs e não 

devem prescindir no adequado manejo desta doença13. 

 

1.2 Alterações citogenéticas e moleculares nos TCGs 

 Até o momento, são poucos os estudos citogenéticos sobre os TCGs. A primeira 

anormalidade cromossômica relatada nesses tumores foi a duplicação do braço curto do 

cromossomo 12 ou isocromossomo 12p [i(12p)] por Atkin & Baker14. Uma análise realizada 

por citogenética convencional em 124 homens adultos identificou o i(12p) como um 

marcador comum em todos os subtipos histológicos de tumores de células germinativas de 

testículo, sendo encontrado em mais de 86% dos casos investigados15. Alguns grupos 

utilizaram a técnica de hibridação genômica comparativa (aCGH) para identificar regiões 

menores relacionadas a perdas e ganhos cromossômicos nestes tumores. Kraggerud et al.16, 

ao estudarem 13 tumores de células germinativas de testículo não seminomatosos, 

encontraram perda de 10q em 38%, ganhos da parte proximal de 17q em 85%, amplificação 

de 12p em 62% e ganho de 22q em 16%. Além disso, outros trabalhos como o de Schneider 

et al.17, ao utilizar a mesma tecnologia, encontraram ganhos de 1q, 3p, 3q e 20q em crianças 

portadoras de tumores malignos não seminomatosos. 

 Em relação a alterações moleculares, ao contrário de outros tipos de tumor, as 

mutações de TP53 em TCGs são raras mas quando presentes parecem estar relacionadas 

com tumores mais resistentes a quimioterapia18. Um trabalho recente de nosso grupo 
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também demonstrou que mutações na região promotora do gene TERT são raras em 

TCGTs19. 

 Além disso, mutações somáticas no gene KIT, responsável pela expressão de um 

receptor transmembrana tirosina quinase do tipo III, são as mais frequentemente 

observadas em TCGT chegando a aproximadamente 10% de todos os casos (COSMIC 

database - http://cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/projects/cosmic/). Tais mutações 

ocorrem principalmente em seminomas e algumas evidências sugerem que elas acontecem 

durante a fase inicial da embriogênese e que devem possuir um papel central no controle e 

progressão dos seminomas20, 21. 

 

1.3 Alterações epigenéticas: metilação do DNA  

 O termo epigenética se refere à mudanças na expressão gênica e na organização da 

cromatina que não estão associadas à mudanças na sequência primária do DNA,  podendo 

ser herdáveis por muitos ciclos de divisão celular22. 

 Há três tipos de mecanismos associados à manutenção da herança epigenética que é 

transmitida de maneira estável: a metilação do DNA, a modificação de histonas e a regulação 

que ocorre por RNAs não codificadores, todos essenciais para o desenvolvimento normal. A 

desregulação desses mecanismos pode levar a um fenótipo anormal e ao desenvolvimento 

de diversas doenças, incluindo o câncer23. 

 A metilação do DNA é uma das modificações epigenéticas mais estudadas no genoma 

e pode afetar a transcrição gênica, levando ao silenciamento de genes. Em estados 

fisiológicos normais é extremamente importante para a ocorrência dos processos de 

imprinting genômico e inativação do cromossomo X. A metilação do DNA consiste em uma 

modificação química covalente referente à adição de um radical metil predominantemente 

no carbono da posição 5 do anel da citosina, que é por sua vez seguida por uma base 

guanina, o qual é conhecido como dinucleotídeo CpG. Nas células somáticas, a metilcitosina 

representa 1% do total de bases e aparece em 70-80% de todos os dinucleotídeos CpG no 

genoma24. 

 O genoma humano possui regiões com uma alta densidade de dinucleotídeos CpG, 

denominadas ilhas CpG, que estão frequentemente localizadas nas regiões promotoras dos 

genes e, normalmente encontram-se desmetiladas25. Estimativas demonstram a existência 

de 29.000 ilhas CpG no genoma humano, e que aproximadamente 60% dos genes humanos 
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apresentam essas ilhas em suas regiões promotoras, as quais a grande maioria são 

desmetiladas em todos os estágios de desenvolvimento nos diferentes tipos de tecidos26. 

 O padrão de metilação de CpGs ao longo da fita do DNA tende a ser copiado, e isso 

permite transmitir informações epigéneticas entre as gerações de células, sendo um 

processo essencial para o ciclo celular. As enzimas da família das DNA metiltransferases 

(DNMTs) são responsáveis pela metilação do DNA e por sua manutenção. Três principais 

DNMTs estão envolvidas nesse processo: DNMT1, DNMT3A e DNMT3B. A DNMT1 é a mais 

abundante em células somáticas, tem preferência por DNA hemimetilado sendo a principal 

responsável pela manutenção do padrão de metilação do DNA durante a duplicação 

celular27. As DNMT3A e DNMT3B são expressas em células embrionárias e não 

diferenciadas, e estão envolvidas com a metilação de novo no genoma, contribuindo com o 

estabelecimento de novos padrões de metilação28.  

 Sendo assim, as DNMTs são consideradas alvos terapêuticos interessantes visto que a 

metilação do DNA pode ser revertida pela inibição dessas enzimas. Atualmente duas drogas 

que possuem esse mecanismo de ação encontram-se disponíveis no mercado: a azacitidina e 

a decitabina29. Atualmente, a 5-azacitidina é o tratamento padrão para pacientes de alto 

risco para a síndrome mielodisplásica e tem sido estudada em pacientes idosos portadores 

de leucemia mielóide aguda30. 

 

1.4 Metilação do DNA e câncer  

 O câncer é uma desordem heterogênea com diferentes propriedades biológicas 

causado por uma série de mudanças genéticas, em genes supressores tumorais e oncogenes, 

que ocorrem em sinergia com alterações epigenéticas, as quais  levam a uma instabilidade 

cromossômica durante a iniciação e progressão tumoral31. 

 Mesmo havendo evidências de que a perda da regulação epigenética possa ser o 

evento transformante preliminar para a carcinogênese32, não se sabe se os eventos 

epigenéticos exercem um papel causal no desenvolvimento dos tumores e na sua 

progressão, ou se são consequências de um fenótipo anormal nas células malignas33. A 

metilação aberrante do DNA, principalmente quando ocorre em ilhas CpG localizadas na 

região promotora de genes, está associada a uma expressão de genes alterada, a qual pode 

ser silenciada durante a transformação maligna34.  
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 O equilíbrio epigenético de uma célula normal se encontra desestabilizado durante a 

tumorigênese, e nas neoplasias humanas ocorrem dois eventos principais na metilação do 

DNA: a hipometilação global e a hipermetilação de regiões promotoras associadas ao 

silenciamento de genes supressores tumorais32. 

 A perda global da metilação dos CpGs foi a primeira alteração epigenética identificada 

em células com potencial maligno. Uma queda de 20-60% de conteúdo de metilcitosina foi 

observada em células malignas quando comparada ao seu conteúdo normal, e essa perda de 

grupos metil é acompanhada principalmente de alterações em regiões intrônicas do DNA, 

bem como de ativação de proto-oncogenes, resultando em uma instabilidade cromossômica 

que contribui para o desenvolvimento do tumor34. 

 Exemplos de genes que são afetados pela hipometilação incluem oncogenes como 

HRAS e C-MYC35. Além disso, uma análise genômica da metilação em tumores de estômago, 

rim, cólon, pâncreas, fígado e pulmão revelou uma alta frequência de sítios hipometilados 

nos respectivos tecidos tumorais32. 

 Concomitantemente à hipometilação global, a hipermetilação aberrante da região 

promotora dos genes é um mecanismo que frequentemente contribui com o silenciamento 

de genes supressores tumorais e foi primeiramente descrita no gene do retinoblastoma 

(RB)36. 

 A hipermetilação na região promotora de genes tem sido associada com um grande 

número de neoplasias. Diversos genes supressores tumorais como BRCA1, TP53, RASSF1A, 

LKB1, p15 e MLH1 já foram descritos como metilados em uma série de tumores e, a 

inativação destes genes através da hipermetilação parece ter a mesma consequência da 

inativação por meio de alterações genéticas, como por exemplo as mutações23. 

 

1.5 Metilação do DNA e TCGs 

 As células germinativas são fundamentais na transmissão de informações genéticas e 

epigenéticas entre as gerações celulares. Durante o desenvolvimento normal, elas passam 

por processos de proliferação, renovação e diferenciação que levam a formação de gametas, 

que quando fertilizados são submetidos a processos de regulação moleculares necessários à 

embriogênese. Dessa maneira, a transformação de células germinativas pode resultar em 

tumores que exibem regulações moleculares semelhantes as que ocorrem durante a 

gametogênese e o desenvolvimento normal7. 
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 Originando-se de células germinativas primordiais, os TCGTs surgem em um momento 

do desenvolvimento da linhagem germinativa em que a metilação do DNA é apagada e 

restabelecida após a implantação do embrião, provavelmente pela ação das 

metiltransferases DNMT3A e DNMT3B, e mantida pela DNMT128. Devido a isso, a metilação 

do DNA em TCGTs deve ser avaliada no contexto das células germinativas primordiais, de 

onde os tumores se originam37. 

 Tendo em vista os eventos do início do desenvolvimento das células germinativas, uma 

das questões mais comuns relacionada à biologia dos TCGTs é como diferentes tumores 

podem se originar de um mesmo tipo celular. Apoiando-se em evidências de que o grau de 

diferenciação dessas células esteja relacionado com o perfil de metilação do genoma, 

acredita-se que uma reprogramação epigenética ocorra durante o desenvolvimento dos 

tumores de células germinativas38.  

 Histologicamente, os seminomas são um grupo não diferenciado que 

morfologicamente se assemelha a células germinativas primordiais enquanto os não 

seminomas incluem vários subtipos histológicos que possuem diferenciação somática, 

embrionária e extra-embrionária39.  

 O primeiro estudo que verificou o padrão de metilação em relação a estes dois grupos 

mostrou uma hipermetilação abundante em tumores não seminomatosos, mas não em 

seminomas40. Da mesma forma, Smiraglia et al.41 demonstraram diferenças epigenéticas 

significativas entre não seminomas e seminomas, os quais os últimos quase não 

apresentaram metilação nas ilhas CpG. Por meio da análise de metilação por imuno-

histoquímica, Netto et al.42 concluíram que as células de seminomas geralmente conservam 

a hipometilação que ocorre devido ao apagamento normal das marcas de metilação, 

enquanto que os não seminomas apresentam maior grau de metilação, que está associado 

ao maior grau de diferenciação celular.  

 Um estudo realizado por Brait et al.38 retratou a heterogeneidade do perfil de 

metilação entre 43 seminomas, 14 não seminomas testiculares e 23 amostras de testículo 

normal. Analisando a metilação do promotor em um painel de 15 genes na tentativa de 

estabelecer marcadores específicos que pudessem discriminar os dois subtipos tumorais, 

seis destes genes foram encontrados diferencialmente metilados, incluindo MLH1, MGMT e 

APC, com um predomínio de metilação nos tumores não seminomatosos. Além de diferentes 

padrões de metilação entre tumores e tecidos normais, padrões distintos de metilação entre 
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seminomas e não seminomas, observado pelo autores, estabelecem importantes evidências 

na descoberta de como esses grupos se diferenciam no decorrer do seu desenvolvimento. 

 Amatruda et al.43, analisaram o padrão de metilação em 51 amostras de TCGs, 

representando os principais subtipos histológicos em TCGs pediátricos: germinoma, 

teratoma e tumor de seio endodérmico.  Utilizando o painel de metilação de câncer 

GoldenGate (Illumina,Inc.) e pirosequenciamento, os autores demonstraram que os tumores 

de seio endodérmico apresentaram um nível de metilação 2,75 vezes maior que os outros 

tumores estudados. Também identificaram 190 ilhas CpG com diferenças significativas de 

metilação entre teratomas maduros e imaturos.  Além disso, o padrão de metilação foi 

comparado entre tecidos tumorais e normais adjacentes, e para os tumores de seio 

endodérmico foram encontrados 425 CpGs diferencialmente metilados, enquanto a mesma 

comparação foi feita para teratomas, encontrando somente 15 CpGs diferencialmente 

metilados, evidenciando novamente, um padrão de metilação distinto para tumores de seio 

endodérmico.  

 Assim, a determinação de perfis diferenciais de metilação representa uma importante 

etapa na identificação de novos marcadores epigeneticamente silenciados no câncer e a 

diferença nos padrões de metilação de ambos os grupos (seminomas e não seminomas) 

pode refletir o desenvolvimento normal das células germinativas primordiais, auxiliando no 

entendimento da origem desses tumores. 

 

1.6 Genes candidatos selecionados para avaliação da metilação 

 A progressão de tumores ocorre devido a atividade de vários genes que regulam 

positivamente ou negativamente as funções celulares, incluindo o controle da proliferação, 

apoptose, estabilidade genômica, angiogênese, invasão e metástase, entre outros. Muitos 

fatores podem alterar a função desses genes, incluindo alterações genéticas e 

epigenéticas44. 

 A metilação da região promotora está frequentemente associada com o silenciamento 

dos genes. Assim, a descoberta de genes regulatórios bem como seu perfil de metilação é 

relevante para o entendimento da biologia do câncer e identificação de novos alvos 

terapêuticos45. 

 Na tentativa de identificar genes supressores tumorais silenciados pela metilação do 

promotor em TCGTs, oito genes candidatos foram escolhidos para a avaliação neste projeto. 
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Quatro deles (MGMT, VGF, HOXA9 e NANOG) já foram avaliados em tumores de células 

germinativas e os quatro restantes (CDKN2B, CDO1, CALCA e ADAMTS1) são frequentemente 

descritos como hipermetilados em outros tipos tumorais. A escolha destes genes foi baseada 

na literatura e na função de cada um deles, que serão apresentadas a seguir. 

 Um estudo recente realizado por Brait et al.38, relatou a hipermetilação em MGMT e 

VGF em não seminomas quando comparados a seminomas. Entretanto, acredita-se que os 

autores não conseguiram associar estes padrões de metilação a características clínico-

patológicas devido a amostragem restrita. 

 O gene MGMT é um gene de reparo do DNA, que tem como função remover adutos 

mutagênicos e citotóxicos de O6-metilguanina da molécula de DNA. Uma vez que alterações 

no gene MGMT impedem sua ação, o risco de ocorrência de mutações e de câncer é 

aumentado45. A perda da expressão de MGMT não é comum devido a uma deleção ou 

rearranjo do gene, então, sugere-se que outras causas como mudanças epigenéticas estejam 

envolvidas no seu silenciamento, como a hipermetilação de ilhas CpG em sua região 

promotora46. A metilação do MGMT já foi descrita em uma série de tumores sendo 

importante para uma decisão terapêutica principalmente em tumores do sistema nervoso 

central. Os glioblastoma que apresentam a hipermetilação de MGMT são mais sensíveis aos 

efeitos citotóxicos da quimioterapia com agentes alquilantes, enquanto MGMT não metilado 

tem um impacto desfavorável predominante na subpopulação de pacientes não-ressecáveis. 

Dessa maneira, a não metilação do MGMT pode ser considerado o principal preditor de mau 

prognóstico, devido a maior probabilidade de o paciente não ter benefícios de terapias 

adjuvantes47. 

 O gene VGF é especificamente expresso em células neuroendócrinas e apesar da sua 

exata função ainda não ser conhecida, parece estar relacionado com a sobrevivência motora 

neural48. Uma alta frequência de metilação de VGF em carcinomas ovarianos foi encontrada 

por Brait et al.49, e a metilação câncer específica de VGF em câncer de mama e câncer de 

testículo foram descritas recentemente por Brait et al.38, e Ostrow et al50. Uma forte ligação 

entre a hipermetilação da ilha CpG de VGF em linhagens celulares e a perda da expressão 

gênica nessas células foi encontrada, entretanto papéis biológicos de VGF na tumorigênese 

precisam ser  elucidados51. 

 O gene HOXA9 é um fator de transcrição, e faz parte da família dos genes homeobox. A 

expressão dessas proteínas é temporariamente regulada durante o desenvolvimento 
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embrionário e a inativação da expressão desse gene pela hipermetilação pode ter particular 

importância na tumorigênese das células germinativas, que é caracterizada pela 

diferenciação embrionária52. O trabalho realizado por Amatruda et al.43, demonstrou que o 

HOXA9 apresentou diferença significativa nos padrões de metilação em TCGs, dependendo 

da histologia tumoral, sendo hipermetilado principalmente em tumores de seio 

endodérmico. Lind et al.53, encontraram uma alta frequência de metilação de HOXA9 em 

TCGTs, sugerindo que a inativação epigenética de alguns genes dessa família desempenha 

um papel importante no desenvolvimento desses tumores. 

 Um fator de transcrição envolvido na manutenção da pluripotência e renovação das 

células tronco embrionárias é o NANOG, que é utilizado como um marcador para TCGs9. Está 

localizado no cromossomo 12, em uma região frequentemente duplicada em tumores de 

origem de células germinativas, portanto a falha no restabelecimento da expressão de 

NANOG é considerada um fator crítico para a tumorigênese de células germinativas. Hart et 

al.54, sugerem que a regulação da expressão desse gene se deve a um mecanismo 

epigenético. No estudo feito por Tommasi et al.55, os autores demonstraram que um valor 

preditivo da metilação deste gene em casos de câncer pode ser utilizada como um marcador 

epigenético para uma detecção precoce e monitoramento da progressão da malignidade da 

doença. 

 O gene CDKN2B codifica um inibidor de quinase dependente de ciclina, que inibe a 

ativação de CDK4 e CDK6, controlando as funções como crescimento celular e progressão do 

ciclo celular. Está localizado no cromossomo 9 em uma região frequentemente mutada e 

deletada em muitos tumores56. É sugerido que a metilação de CDKN2B seja um biomarcador 

epigenético de evolução da síndrome mielodisplásica pediátrica, confirmando a relação da 

hipermetilação desse gene aplicada ao uso na estratificação de risco de pacientes 

portadores da doença57. Outro estudo que verificou a hipermetilação desse gene em 

pacientes com SMD, notou semelhanças com a patogênese em adultos e sugerem o possível 

benefício em pacientes pediátricos com o tratamento feito por agentes desmetilantes58. 

 O gene cisteínadesoxigenase (CDO1) está localizado na região5q23.2, uma região cujo 

silenciamento epigenético contribui para a tumorigênese do câncer colorretal59. Brait et al.60 

identificaram que a detecção e quantificação da metilação do promotor de CD01 pode ser 

utilizada como um biomarcador diagnóstico para muitos tipos de câncer, devido a sua alta 
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frequência em tumores primários e ausência em tecidos normais. Porém, este estudo não 

incluiu TCGTs.  

 O gene CALCA codifica uma proteína com função vasodilatadora, e foi demonstrado 

como frequentemente metilado em câncer cervical quando comparado a tecido cervical 

normal61. Esteller et al.62 demonstraram a ilha CpG no gene CALCA como frequentemente 

metilada em linfomas e câncer de pulmão. 

 O gene ADAMTS1 é um membro da família das metaloproteinases e participa de vários 

eventos biológicos como inflamação e angiogênese. O papel dessa molécula na progressão 

tumoral foi sugerido por Rocks et al.63, agindo na atração de fibroblastos e remodelação da 

matriz extracelular. Um estudo realizado por Freitas et al.64, encontrou baixa expressão de 

ADAMTS1 em tumores de mama quando comparados a tecidos normais. A análise 

epigenética de algumas regiões gênicas em tumores de próstata e normais, mostrou a 

hipermetilação em ADAMTS1 em tecidos tumorais65. Em uma análise in silico realizada pelo 

nosso grupo utilizando-se o banco de dados Oncomine (www.oncomine.org) foi possível 

observar a diferença de expressão de ADAMTS1 entre diferentes histologias de TCGs. Este 

gene já está sendo avaliado quanto a sua expressão proteica em TCGTs em outro trabalho 

desenvolvido por nosso grupo. Porém, a análise de metilação desse gene ainda não foi 

realizada em TCGTs. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 Ainda que, os tumores de células germinativas de testículo apresentem altas taxas de 

cura e sobrevivência devido à boa resposta à terapia, consequências significativas de 

terapias multimodais existem em termos de saúde geral, neoplasias secundárias tardias, a 

reprodução e a produtividade econômica dos indivíduos. Portanto, ainda existe a 

necessidade de melhor compreensão da biologia dos TCGTs para auxiliar a indicação de 

terapias menos deletérias aos pacientes. Além disso, esclarecer os mecanismos moleculares 

envolvidos na patogênese dos TCGTs também é de extrema importância nos casos de 

pacientes refratários aos tratamentos de primeira linha, pois pode auxiliar na indicação do 

uso de terapias alternativas mais eficazes nestes casos. 

 Apesar de alterações moleculares estarem descritas em TCGTs, a biologia dos TCGs é 

pouco explorada. Assim, ainda há necessidade de se identificar genes importantes para o 

desenvolvimento e estabelecimento da doença. Uma das questões mais intrigantes da 

biologia do TCGTs é a forma como esses subtipos de tumor de histologia distinta 

(seminomas e não seminomas) podem surgir a partir do mesmo tipo de célula (célula 

germinativa). A hipótese de que essa célula germinativa siga diferentes programas de 

diferenciação celular, resultando nos diversos subtipos histológicos de TCGs, torna a busca 

pelo perfil de metilação de genes um campo muito importante de investigação, uma vez que 

esse mecanismo epigenético é um dos principais controladores do processo de diferenciação 

celular. 

 Este trabalho é parte dos estudos desenvolvidos pelo Grupo de Estudos de TCG do 

Hospital de Câncer de Barretos, que é um centro de referência de tratamento de TCGs 

pediátricos e adultos. Este grupo multiprofissional vem desenvolvendo pesquisas genéticas, 

epigenéticas, moleculares e clínicas para um maior conhecimento dos TCGs e possui várias 

frentes de pesquisa em andamento. 

 Nossa proposta é avaliar o perfil de metilação da região promotora de oito genes 

candidatos (MGMT, VGF, HOXA9, NANOG, CALCA, CDKN2B, CDO1 e ADAMTS1) em amostras 

de tumores primários de células germinativas de testículo (seminomas e não seminomas) e 

em amostras de testículos normais e correlacionar este perfil com as características clinico-

patológicas dos pacientes, visando o melhor entendimento do papel do silenciamento 

epigenético na tumorigênese dos TCGTs. Isso não apenas contribuirá com uma análise do 

perfil diferencial de metilação de um painel de genes em tumores de células germinativas de 
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testículo, mas também poderá revelar novos marcadores moleculares de prognóstico ou 

resposta a terapia em pacientes acometidos por esta doença. 
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3 OBJETIVO GERAL 
 

 Estabelecer o perfil diferencial de metilação de oito genes candidatos em tumores 

primários de células germinativas de testículo (seminomas e não seminomas) e em  

testículos normais. 

 

 

3.1 Objetivos Específicos 

 

 1) comparar a frequência de metilação de oito genes candidatos entre as amostras de 

seminomas, não seminomas e testículos normais; 

 

 2) correlacionar o perfil de metilação dos genes candidatos com as características 

clinico-patológicas dos pacientes; 

 

 3) correlacionar o perfil de metilação dos genes candidatos com a sobrevida dos 

pacientes. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1  Amostras  

 No estudo foram incluídas 90 amostras de tumores de células germinativas de 

testículo emblocadas em parafina, de pacientes submetidos a orquiectomia no Hospital de 

Câncer de Barretos no período de 2005 a 2012. Essas amostras estavam estocadas no 

arquivo do Departamento de Patologia da instituição. Para cada caso, uma lâmina corada 

por hematoxilina-eosina (HE) foi analisada por um patologista para confirmação do 

diagnóstico e determinação das áreas correspondentes ao tecido tumoral, a fim de 

selecionar áreas para extração do material com >70% de celularidade tumoral e menor 

proporção possível de tecido normal. Além disso, foram incluídas 25 amostras de parafina de 

testículo normal provenientes de pacientes submetidos a cirurgia de castração como parte 

no tratamento de tumores de próstata, no mesmo período. 

 Após a determinação do patologista, foram feitos cortes de 10 μm de espessura dos 

blocos de parafina para a confecção das lâminas e utilizado aproximadamente quatro cortes 

para a extração do DNA genômico. 

 Ainda, foi incluído neste estudo uma amostra de DNA de linfócito normal obtida a 

partir da coleta de sangue periférico em tubo Vacutainer® EDTA, que foi utilizado como 

molde para a metilação in vitro e, posterior construção da curva padrão. 

 

4.1.1 Critério de inclusão das amostras tumorais 

 Foram incluídos pacientes com idade maior de 18 anos ao diagnóstico correspondente 

a tumor de célula germinativa de qualquer histologia, atendidos no Hospital de Câncer de 

Barretos no período de 2005 à 2012, submetidos aos procedimentos cirúrgicos e/ou à 

quimioterapia.  

 

4.1.2 Critério de exclusão das amostras tumorais 

 Foram excluídos todas as amostras com baixa qualidade para extração do material e 

amostras com quantidades insuficientes para a conversão por bissulfito. 
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4.2 Genes alvo selecionados 

 Um total de oito genes foram selecionados para a análise do perfil de metilação de 

suas regiões promotoras. Dentre eles, quatro (MGMT, VGF, HOXA9 e NANOG) já foram 

avaliados em tumores de células germinativas e os outros quatro(CALCA, CDKN2B, CDO1 e 

ADAMTS1) são frequentemente hipermetilados em outros tipos tumorais. Todos os genes 

apresentam características de supressores tumorais.  

 

4.3 Extração de DNA de material parafinado 

 Após a identificação das amostras, todas as lâminas histológicas originais passaram por 

uma etapa inicial de desparafinização com incubação das lâminas por vinte minutos em 

estufa a 80°C, seguidas de dois banhos de xilol 100% por 5 minutos e três banhos de etanol 

100%, 70% e 50% respectivamente por um minuto cada, com o objetivo de remover 

totalmente a parafina das amostras. Em seguida, as lâminas foram imersas em água 

destilada, para a remoção total dos resíduos de parafina e mantidas na água até o início da 

próxima etapa. 

 Em seguida, a macrodissecção manual por raspagem da área tumoral foi realizada com 

agulha (18G x 11/2), seguindo como modelo a lâmina de HE analisada e marcada pelo 

patologista. O DNA genômico foi extraído pelo kit QIAamp DNA Micro Kit (Qiagen) específico 

para amostras de tecido parafinado, seguindo protocolo do fabricante. Após a raspagem, foi 

adicionado proteinase K para digestão dos tecidos e incubação overnight à temperatura de 

56°C em termomixer a700 RPM. Em seguida realizou-se a inativação da proteinase K com 

uma incubação a 98°C por uma hora. Seguindo o protocolo do kit, o lisado foi transferido 

para a coluna com membranas de sílica e a extração ocorreu pela centrifugação do 

homogeneizado nas colunas, as quais atraem o DNA devido a diferença de cargas elétricas, 

pela lavagem com tampões contendo etanol para a purificação do material. Na última etapa, 

o conteúdo da coluna foi eluído em 60 µL de água estéril deionizada (milliQ). 

 

4.3.1 Extração do DNA de sangue periférico  

 A partir da amostra coletada, o tubo Vacutainer ® EDTA foi centrifugado a 3.500 RPM, 

por 10 minutos à 4°C para a obtenção de um anel leucocitário ou buffycoat. 

Aproximadamente, 500 µL do buffycoat foram transferidos para um tubo Falcon de 15 mL. A 

lavagem de hemácias foi realizada previamente ao início da extração, para obtenção de um 
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pellet de leucócitos livre de hemácias. Essa lavagem ocorreu pela adição de 12 mL de solução 

de lise composta por Cloreto de amônio (10X) e Bicarbonato de amônio (1X) ao tubo Falcon 

que foi posteriormente imerso no gelo por 20 minutos. Após esse tempo, o tubo foi 

centrifugado por 10 minutos a 3.500 RPM a4°C, e o pellet transferido para um microtubo de 

1,5 mL. O DNA foi extraído através do DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen), adicionando 25 µL 

de proteinase K ao pellet, 4µL de RNase A e 200 µL de tampão de lise, conforme protocolo 

do fabricante. A amostra foi incubada a 56°C por 3 horas com agitação de600 RPM em 

termomixer. Após a incubação, foi adicionado 200 µL de etanol absoluto e o conteúdo do 

tubo transferido para a coluna fornecida pelo fabricante. O protocolo seguiu com a lavagem 

da coluna com solução tampão, e o conteúdo eluído em 60 µL de água estéril deionizada 

(milliQ). O DNA foi posteriormente quantificado e armazenado em freezer a uma 

temperatura de -20°C.  

 

4.4 Quantificação do DNA  

 Para quantificar as amostras após a extração, foi utilizado o espectrofotômetro 

Nanodrop 2000C (ThermoScientific). Este aparelho quantifica ácidos nucleicos e proteínas, 

através da leitura de comprimento de onda absorvido ou refletido. A absorbância de 260nm 

indica o pico de absorção de UV do DNA, a absorbância de 280nm o pico de absorção de UV 

de proteínas e 230nm o pico de absorção de UV para contaminantes orgânicos. 

 Assim, com o cálculo das razões 260/280 e 260/230 é possível verificar a pureza do 

material em análise. Quanto mais pura a amostra, ou seja, quanto menos proteínas ou 

solventes orgânicos provenientes da extração, maior será essa razão. Utiliza-se o valor de 

referência 1,8 para a pureza do DNA. Todas as amostras foram quantificadas com o volume 

de 1 µL, e estavam dentro dos limites das razões aceitáveis para trabalhar com o DNA (entre 

1,7 e 2,2).Todas as amostras foram estocadas à -20°C. 

 

 

4.5 Tratamento do DNA genômico com bissulfito de sódio 

 O DNA genômico extraído a partir das amostras foi submetido ao tratamento com 

bissulfito de sódio pelo EZ DNA Methylation Kit (ZymoResearch). O tratamento consiste em 

converteras citosinas não metiladas em uracila através da perda do grupo amina da base 

citosina (Figura 2). Já as citosinas metiladas ficam protegidas e portanto permanecem 
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inalteradas. Com a utilização deste método, a taxa de conversão química tem sido estimada 

em 95-98% (Clark et al. 2006). 

 

 

 
Figura 2. Perda do grupo amina da base citosina. 

 

 

 O tratamento consiste em uma primeira etapa de desnaturação do DNA, uma segunda 

etapa de tratamento com bissulfito de sódio (deaminação) e uma terceira etapa de 

purificação, dessulfonação e eluição. A quantidade de 2µg do DNA genômico foi utilizado 

para o tratamento, seguindo as instruções do fabricante. 

 Como a deaminação por bissulfito ocorre somente em fita simples do DNA, a etapa de 

desnaturação é primordial para a garantia da conversão, pois a presença de citosinas em 

fragmentos de fita dupla protegem as mesmas da deaminação. Portanto, inicialmente, para 

a desnaturação da fita dupla de DNAfoi adicionado aos 2µg de amostra,1X do tampão de 

diluição, em um volume final de 50 µLe colocados em incubação a 37°C por 15 minutos. Na 

etapa de conversão, as amostras foram incubadas a 50°C com o reagente de conversão CT 

(EZ DNA Methylation Kit ) que contém bissulfito de sódio, por 16 horas protegidos de luz. Na 

etapa de purificação, as amostras foram transferidas para a coluna Zymo-Spin contendo o 

tampão de ligação e centrifugadas por 30 segundos a 13.000 RPM, seguido de adição de 

tampão de lavagem e nova centrifugação. Na próxima etapa, foi adicionado o tampão de 

desulfonação a coluna, e o produto incubado a temperatura ambiente por 20 minutos. Na 

última etapa de eluição, a coluna foi transferida para um tubo de 1,5 mL e foram 

adicionados 20 µL de água estéril deionizada (milliQ) com incubação de 1 minuto, por duas 

vezes, para obtenção máxima do rendimento da coluna, totalizando 40 µL finais de produto 

eluído, então armazenados em freezer -80°C (Figura 3). 
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Figura 3. Conversão por bissulfito de sódio pelo kit EZ DNA Methylation Kit (ZymoResearch). 

 

 

4.6  Metilação do DNA de leucócitos in vitro 

 O DNA genômico de leucócitos normais metilado in vitro foi empregado na construção 

das curvas padrão da PCR quantitativa metilação específica em tempo real (QMSP). A 

metilação in vitro do DNA genômico foi realizada utilizando o kit CpG Methyltransferase-

M.SssI (New England Biolabs), seguindo as instruções do fabricante. Para tanto, adicionou-se 

em um tubo 20 µg de DNA de leucócitos previamente extraídos de sangue periférico com 2,5 

µL de S-adenosilmetionina (SAM) a 32 mM, 25 unidades de SssImetilase, 25 µL de tampão 

NEB 10x e água ultra-pura na quantidade suficiente para 250 µL, e incubado a 37°C por 4 

horas. Após a incubação, foram adicionados mais 5 µL de SAM e 12,4 unidades da 

SssImetilase, e nova incubação a 37°C por 4 horas. 

 Foi adicionado 250 µL de fenol-clorofórmio-álcool isoamílico (25:24:1) e transferidos 

para um tubo PhaseLock Gel (Eppendorf), e centrifugado por 15 minutos a 13.000 RPM. A 

fase aquosa foi transferida para um tubo de 1,5 mL e adicionados 800 µL de etanol 100%, 

100 µL de acetato de amônio 7,5 M, homogeneizado por inversão e incubado a -20°C 

overnight. Após a incubação, foi adicionado 1 mL de etanol 70% e homogeneizado por 

inversão. Em seguida centrifugado por dois minutos a 8.000 RPM, retirado o sobrenadante e 

o pellet foi seco a temperatura ambiente.  

 O pellet de DNA foi ressuspendido em 11µL de água estéril deionizada (milliQ), 

quantificado e submetido ao tratamento com bissulfito de sódio conforme descrito 

anteriormente. Após a conversão do DNA genômico 100% metilado, foram aliquotadas as 
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curvas padrão, constituídas de seis pontos de diluições seriadas (fator de diluição 1:10), 

partindo de 50 ng de DNA 100% metilado e armazenadas na temperatura -80°C. 

 

4.7 Desenho de iniciadores e sondas específicos 

 O desenho dos iniciadores é uma etapa importante, pois a confiabilidade desse 

método depende da escolha de regiões do promotor que contenham ilhas CpG e que 

possam ser reconhecidas pelos iniciadores quando estiverem metiladas. 

 O objetivo de desenhar iniciadores para análise de metilação quantitativa é amplificar 

sequências metiladas com eficiência, evitando a amplificação de sequências não convertidas. 

Incluir bases originalmente presentes como citocinas na extremidade 3´ dos iniciadores 

assegura que qualquer sequência não convertida não seja amplificada. 

 Os iniciadores e sondas que foram utilizados para amplificar a região promotora dos 

genes de interesse e do gene de referência (ACTB) estão descritos na tabela 2. Para seis 

destes oito genes, incluindo ACTB, as sequências foram descritas por outros autores38, 60, 66-

69. Para os genes NANOG e ADAMTS1 os iniciadores e sondas foram desenhados seguindo os 

critérios estabelecidos por Eads et al66.  

 Além disso, com exceção do NANOG, todos os genes apresentam ilha CpG em suas 

regiões promotoras (http://www.genome.ucsc.edu). Para o gene NANOG foi avaliada uma 

região densa em CpG localizada na região promotora. 

 Para localização das sequências dos iniciadores e sondas destes genes, e também para 

a visualização das ilhas CpG foram utilizadas as ferramentas: "Human Blat Search" 70 e 

"MethPrimer" 71. 

 

Tabela 2 - Iniciadores e sondas para avaliação do perfil de metilação da região promotora 
dos genes alvo avaliados. 
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4.8 Análise de PCR quantitativa metilação específica em tempo real (QMSP) 

 A técnica escolhida para avaliar os níveis de metilação é uma técnica quantitativa, que 

permite analisar a amplificação em tempo real do produto. Nesta abordagem, foram 

utilizados iniciadores e uma sonda específica, marcada por um fluoróforo reporter (6-

carboxi-fluoresceina-FAM) na extremidade 5’ e um quencher (lowa Black) na extremidade 3’.

 O reporter é um emissor de fluorescência, a qual é captada pelo quencher devido a 

proximidade entre ambos quando a sonda encontra-se intacta. Durante a fase de extensão 

da reação de PCR, a atividade 5´exonuclease da Taq DNA Polimerase lisa a sonda, separando 

o reporter do quencher, e assim a fluorescência emitida pode ser captada pelo aparelho. 

Portanto o nível de fluorescência detectado é proporcional à quantidade de produto 

amplificado.  

 O DNA modificado com bissulfito foi utilizado como molde para PCR quantitativa em 

tempo real. As reações de amplificação foram efetuadas num volume final de 20 µL, nas 

seguintes condições: 1 µL (~50 ng) de DNA genômico modificado com bissulfito; 600 nM de 

iniciadores direto e reverso,  200 nM de sonda; 0,6 unidades de platinumTaq DNA 

polimerase (Invitrogen); 200 µM de dNTPs; 2 µLde tampão de reação caseiro10X (contendo 

sulfato de amônio 166 mM, Tris-HCl (pH 8,0) 670 mM, cloreto de magnésio 67 mM, β-

mercaptoetanol 100 mM, DMSO 1%)e0,4µL de ROX ReferenceDye (Invitrogen), que atua 

como um normalizador da fluorescência. 

 As reações foram realizadas seguindo as condições: 95°C durante 3 minutos, seguido 

de 50 ciclos a 95°C durante 15segundos e 60°C durante 1 minuto. Exceto para o gene 

NANOG, em que a temperatura de ligação dos iniciadores foi de 58°C obtendo uma maior 

eficiência. 

 Antes da realização das reações de QMSP, foram realizadas as padronizações de todos 

os conjuntos de iniciadores e sondas, para verificar e estabelecer a temperatura ótima da 

reação.  

 As reações foram feitas em placas de 96 poços no ABI 7900HT Fast Real-Time PCR 

system (Applied Biosystems) e as corridas analisadas com o auxílio do programa SDS2.4 

(Applied Biosystems). Cada placa continha amostras de pacientes normais e tumorais em 

triplicata, e três controles negativos em que adicionou-se água no lugar do DNA molde. Além 

das amostras, cada placa também continha 11 poços destinados a curva padrão construída a 

partir da diluição seriada do DNA de leucócitos de indivíduo normal metilado in vitro como 
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descrito anteriormente. Para se obter a quantidade de DNA total na reação, o gene ACTB foi 

utilizado como referência interna e seus iniciadores e sonda foram desenhados em região 

que não contém dinucleotídeos CpG, o que possibilitou a amplificação tanto de DNA 

metilado como não metilado. Dessa forma, foi possível inferir a quantidade total de DNA 

colocada na reação, o que serviu posteriormente para a normalização e determinação dos 

níveis de metilação dos oito genes avaliados. 

 Para as reações foram adotados os seguintes critérios: as amostras foram consideradas 

metiladas quando foi possível detectar a amplificação de pelo menos duas das triplicatas. 

Nos casos em que apenas uma das triplicatas era amplificada, os experimentos foram 

repetidos e consideradas metiladas caso o resultado fosse confirmado. A ausência de 

amplificação indicava que a amostra não era metilada. Além disso, para utilizar a curva 

padrão na quantificação da metilação nas amostras, consideramos o mínimo de três pontos 

com sinal de amplificação (Figura 4). As reações foram repetidas quando isso não foi 

observado. 

 O nível relativo de DNA metilado para cada gene em cada amostra foi determinado 

como a razão entre as médias das triplicatas do gene de interesse dividido pelo valor da 

média das triplicatas da amostra em questão para ACTB, e então este valor multiplicado por 

1000, para a melhor representação dos dados. 

 

 
Figura 4. Amplificação dos três primeiros pontos da curva controle para o gene ACTB. A reta 

verde, conhecida como threshold é um valor numérico definido em cada reação, que indica o 

ponto em que o nível de fluorescência encontra-se acima da fluorescência basal. 
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4.9 Purificação do produto de PCR para sequenciamento 

 Para o sequenciamento, os produtos de PCR foram purificados com o kit Wizard SV Gel 

and PCR Clean-up System (Promega). Seguindo protocolo do fabricante, os produtos 

amplificados foram aplicados em gel de agarose 2% com tampão TAE 1X, e submetidos a 

uma corrida de eletroforese a 100V e 400mA por 50 minutos. Com o auxílio do 

transiluminador UV, as bandas foram cortadas com um bisturi, colocadas em um tubo de 1,5 

mL e pesadas em balança científica. O tamanho esperado dos fragmentos amplificados para 

cada gene pode ser observado na tabela 1. 

 De acordo com o peso obtido de cada fragmento do gel, foi adicionado o tampão de 

ligação numa razão de 10 µL da solução a cada 10 mg do gel, e então foram incubados a 

60°C por 10 minutos até dissolução completa do gel. O gel dissolvido foi transferido para a 

coluna SV com o tubo coletor e centrifugada a 14.000 RPM por um minuto. A coluna foi 

lavada com a adição do tampão de lavagem contendo etanol por duas vezes, o produto foi 

precipitado, e posteriormente eluído em 50 µL de água ultra-pura, e armazenado a -20°C. 

 

4.10 Sequenciamento  

 Para avaliar a eficiência do tratamento por bissulfito das amostras de DNA foram 

utilizados os produtos da PCR quantitativa metilação específica em tempo real (QMSP) 

purificados.  

 O sequenciamento dos produtos tratados por bissulfito de sódio fornece base 

qualitativa e eficiente para identificar a citosina metilada. Esse método foi introduzido 

primeiramente por Frommer et al.72 e baseia-se nas reações de deaminação da citosina após 

o tratamento73. 

 Os produtos de PCR foram purificados com 2 µL da enzima Exo SAP-IT (USB) a cada 5µL 

do produto da PCR purificado do gel. A reação foi incubada a 37ºC durante 30 minutos, 

seguido de 15 minutos a 80ºC. 

 A partir das amostras tratadas com Exo SAP, foi adicionado 1 µL de reagente Big Dye, 

1,5 µL de tampão 5X do kit DNA Sequencing BigDye Terminator v3.1(Applied Biosystems) e 1 

µL do iniciador empregado na amplificação (3,2 µM). Para análise da eficiência da conversão 

por bisulfito foi utilizado o iniciador direto de ACTB. O volume final da reação foi de 10 µL. A 

reação final foi incubada em termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied 

Biosystems) por 30 ciclos de 96ºC por 10 segundos, 50ºC por 5 segundos e 60ºC por 4 
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minutos.  Após a ciclagem utilizou-se Big Dye X-Terminator Purification Kit (Applied 

Biosystems). Essa etapa teve como objetivo purificar o produto das reações de 

sequenciamento mediante o uso de 10 µL de X-Terminator Solution – que captura os dNTPs 

e os íons de sal não incorporados durante a reação de sequenciamento - e 45 µL de SAM 

Solution – que potencializa a performance do X-Terminator Solution e estabiliza a amostra 

após a purificação. Finalmente, os produtos da PCR foram sequenciados utilizando o 

equipamento 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). 

 

4.11 Análise estatística  

 As variáveis contínuas foram apresentadas como médias, desvio padrão, mediana, 

valores mínimo e máximo. As variáveis categóricas foram apresentados pelas frequências e 

porcentagens. 

 Inicialmente, a metilação dos genes foi tratada como uma variável contínua e foi 

realizada a comparação dos seus níveis entre casos e controle através do teste de Mann-

Whitney. 

 Posteriormente, para categorizar a metilação dos genes foi determinado um ponto de 

corte utilizando a curva ROC e, considerado o melhor ponto, aquele que apresentou a 

melhor sensibilidade e especificidade na comparação entre casos e controles. Para a 

avaliação desse ponto, foram analisados a área sob a curva (AUC), a sensibilidade, 

especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e acurácia e seus respectivos 

intervalos de confiança de 95%. A mesma análise foi repetida considerando o desfecho para 

a ocorrência de um evento, somente para os casos.  

 Após essa análise, a metilação dos genes foi relacionada com as características clínicas 

dos pacientes, através do Teste Qui-quadrado ou Teste Exato de Fisher. Posteriormente, a 

relação (conjunta) das características clínicas em relação a cada gene foi realizada através de 

regressão logística múltipla. Para isso, foram selecionadas apenas aquelas variáveis que 

apresentaram p<0,2 no teste anterior . 

 A sobrevida global e sobrevida livre de eventos foram avaliadas pelo método de 

Kaplan-Meier. Para a sobrevida global, foi considerado como evento o óbito por qualquer 

causa, sendo o tempo de acompanhamento a data de diagnóstico até a data do óbito. Para a 

sobrevida livre de eventos, foi considerado como evento: progressão, recidiva ou óbito, 

sendo o tempo de acompanhamento a data do diagnóstico até a data do evento que ocorreu 
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primeiro. As diferenças entre as curvas de sobrevivência foi feita através do teste de Log-

Rank. 

 Posteriormente, a relação (conjunta) das características clínicas e moleculares em 

relação a sobrevivência foi realizada através da regressão de COX múltipla. Para isso, foram 

selecionadas apenas aquelas que obtiveram p<0,2 no teste anterior. 

 Em todo o estudo foi considerado um nível de significância de 5%.Os dados foram 

analisados no programa estatístico SPSS v.21. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Avaliação da eficiência da conversão do DNA genômico pelo tratamento com 

bissulfito de sódio 

 Das 90 amostras tumorais e 25 amostras controle iniciais, 72 amostras de TCGT e 23 

controles foram submetidos à conversão por bissulfito de sódio. A exclusão das amostras 

aconteceu principalmente no momento da extração, com resultados de qualidade abaixo do 

estabelecido e quantidade insuficiente para a conversão por bissulfito. 

 Para as amostras incluídas no estudo, após a conversão com bissulfito de sódio, 12 

amostras aleatórias foram submetidas ao sequenciamento com o objetivo de verificar a 

eficiência da conversão e a validação para a análise da metilação. O fragmento referente ao 

gene ACTB foi analisado (iniciador direto), com atenção às bases citosinas que por não 

estarem metiladas (setas pretas) foram convertidas totalmente em timina, demonstrando 

dessa forma a eficiência do tratamento (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Sequenciamento do gene ACTB após a conversão por bissulfito de sódio. 

Eletroferograma representando o sequenciamento do fragmento avaliado para o gene 

controle ACTB. As setas indicam uma base timina, originalmente uma citosina antes da 

conversão. 

 

 

5.2 Características clínico-patológicas das amostras de TCGT 

 A população de casos tumorais do nosso estudo apresentou uma média de idade de 

29,6 anos, com 58% dos casos com idade abaixo de 29,6 anos. A idade média para os casos 

normais foi de 63 anos. O predomínio da classificação histológica pertenceu ao grupo dos 
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não-seminomas (72,2%), dos quais 29,2% apresentaram-se como tumores mistos 

(compostos por dois ou mais componentes do grupo, exceto teratomas). 

 Em relação ao estadiamento, observamos um predomínio com 81,6% dos casos com 

estadiamento avançado (IS, II ou III). Ainda,70,8% apresentaram metástase ao diagnóstico, 

avaliando os principais sítios acometidos: pulmão, fígado, ossos e gânglios. Para os 

marcadores séricos antes da orquiectomia, 46,7% dos casos foram classificados em S1, 

38,3% em S2, 6,7% em S3 e 8,3% em S0. Em relação a quimiossensibilidade ao tratamento, 

75,8% dos casos foram sensíveis e 24,2% refratários. Em relação aos casos avançados e 

classificados segundo IGCCCG, 67,8% dos casos foram considerados de baixo risco (Tabela 3).  

 
 
Tabela 3 - Características clínicas das amostras tumorais (seminomas e não seminomas). 
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5.3 Análise dos níveis de metilação dos genes alvo por meio da PCR metilação específica 

em tempo real (QMSP) 

 O nível de metilação dos genes foi determinado utilizando a técnica de QMSP como 

descrito anteriormente (item 4.8, material e método). Na figura 6, demonstramos o exemplo 

de uma reação de QMSP para o gene CALCA, na qual é estabelecido o threshold que vai 

determinar os pontos de quantificação (Cq) para a análise tanto na curva padrão quanto nas 

amostras avaliadas. A partir desta análise foi possível estabelecer o nível de metilação em 

cada amostra para cada gene avaliado. Na tabela 4, está representado o número de 

amostras amplificadas para cada gene.  

 

 
Figura 6. Reação de QMSP para o gene CALCA. Curva padrão com três pontos de diluição 
seriada- Ponto 1: amostra tratada in vitro sem diluição, Ponto 2: Amostra do Ponto 1 diluída 
em 9 µl de água e Ponto 3: amostra do Ponto 2 diluída em 9 µl de água ; uma amostra 
amplificada (metilada), e uma amostra sem amplificação (não metilada). O ciclo 25 
determina o ponto em que a amplificação do primeiro ponto da curva padrão ultrapassou o 
threshold.  
 

Tabela 4 - Número de amostras tumorais amplificadas para QMSP. 
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5.4 Associação do nível de metilação dos genes com os fatores clínico-patológicos dos 

pacientes e análise de curva ROC. 

 Inicialmente, consideramos a metilação dos genes como uma variável numérica e 

comparamos a média dos níveis de metilação entre as amostras controle e os casos(Tabela 

5). Como podemos observar na tabela 5, não encontramos diferenças estatisticamente 

significativas entre o nível médio de metilação dos genes quando comparados controles e 

casos para nenhum dos genes avaliados. Entretanto, podemos ressaltar que para o gene 

MGMT e CALCA o nível médio de metilação foi muito maior nos casos comparados aos 

controles. 

 

Tabela 5 - Análise numérica da metilação dos genes entre casos e controles. 

 
 

Posteriormente, consideramos a metilação como uma variável categórica, sendo para 

isso utilizado a análise de curva ROC(Tabela 6). Para cada gene, levando em consideração 

todas as nossas amostras (controles e casos) foi determinado o ponto de corte no nível de 

metilação que fosse capaz de discriminar com a maior sensibilidade e especificidade 

controles e casos. Para facilitar o entendimento, amostras que apresentaram nível de 

metilação abaixo deste ponto foram consideradas como não metiladas e amostras com nível 

de metilação acima deste ponto foram consideradas como metiladas (Tabela 7). 
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Tabela 6 - Análise da curva ROC para os genes avaliados. 

 
 

 
Tabela7 - Pontos de corte estabelecidos pela curva ROC para cada gene. 

 

Como podemos observar na Tabela 7, mesmo os melhores pontos de corte obtidos nesta 

análise não apresentaram uma alta sensibilidade, apesar da alta especificidade. Essa 

observação sugere que o nível de metilação destes genes não são bons marcadores para 

discriminar entre controles e casos tumorais. De qualquer forma, após a categorização das 

amostras e estabelecimento da frequência de metilação dos genes (Tabela 8) utilizando essa 

estratégia, a metilação dos genes foi associada com as características clínicas dos pacientes.
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Tabela 8 - Frequência da metilação do promotor em TCGTs e nas amostras controle. 

 
IC: Intervalo de confiança; * O ponto de corte (cutoff) foi determinado como o ponto que simultaneamente 
maximiza a sensibilidade e especificidade. 

 

Nesta análise não foram observadas quaisquer associações estatisticamente 

significativas entre o perfil de metilação dos genes de interesse e as variáveis clínicas 

consideradas para os pacientes com TCGTs.  

 Sendo assim, optamos por mudar o foco de nossa análise. Em um cenário no qual uma 

vez estabelecido o diagnóstico de TCGT, nós avaliamos o impacto clínico do nível de 

metilação destes genes para o prognóstico destes pacientes. Assim, consideramos dois 

grupos de pacientes, aqueles para os quais não houve a ocorrência de eventos durante o 

curso clínico e aqueles para os quais houve a ocorrência de eventos, sendo considerado 

como evento o óbito, progressão ou recidiva do doença. 

 Baseado nesta nova abordagem, novamente consideramos a metilação dos genes 

como uma variável numérica e comparamos a média de metilação entre o grupo de 

pacientes sem e com ocorrência de eventos. Podemos observar na Tabela 9 um valor 

estatisticamente significativo para os eventos ocorridos em CDO1, e ainda podemos destacar 

a diferença da média dos níveis de metilação para ocorrência ou não de eventos para o 

MGMT e o gene CALCA. 
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Tabela 9 - Análise numérica da metilação dos genes para desfecho clínico. 

  

 Da mesma forma, uma nova análise de curva ROC foi realizada para cada gene, 

levando em consideração apenas as amostras tumorais, nas quais foi determinado o ponto 

de corte no nível de metilação que fosse capaz de discriminar com a maior sensibilidade e 

especificidade os pacientes com esses diferentes desfechos clínicos (Tabela 10). 

 

 

Tabela 10 - Análise da curva ROC para os genes avaliados. 

 
 

 A partir desta nova análise, foram estabelecidos novos pontos de corte para a 

classificação dos casos como metilados ou não metilados para os genes avaliados (Tabela 

11), como descrito anteriormente. 
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Tabela 11 - Pontos de corte estabelecidos pela curva ROC para cada gene. 
 

  

 

 

 

 

 

 

 Como podemos observar na tabela 11, não houve melhora significativa na 

sensibilidade, contudo, da mesma forma como na análise anterior a partir da definição dos 

pontos de corte a metilação de cada gene foi categorizada para cada amostra, sendo esse 

perfil de metilação associado as características clínicas dos pacientes. A partir deste ponto 

de corte temos para cada gene o seguinte perfil de metilação em relação as 72 amostras de 

casos tumorais (Tabela 12).  

 

Tabela 12 - Número de casos metilados após estabelecer o ponto de corte pela curva ROC. 

 
IC: Intervalo de confiança; * O ponto de corte (cutoff) foi determinado como o ponto que simultaneamente 
maximiza a sensibilidade e especificidade. 
 

 

5.5 Associação do perfil de metilação dos genes com os fatores clínico-patológicos dos 

pacientes. 

 Uma vez que foram estabelecidos os pontos de corte para cada gene e determinado o 

padrão de metilação de cada amostra, esse perfil de metilação foi associado as 
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características clínicas e patológicas dos pacientes. Os resultados obtidos nesta análise serão 

demonstrados a seguir, gene a gene. 

 

5.5.1 Gene VGF 

 Para o gene VGF, foi observada uma associação entre a metilação e o nível de 

marcadores séricos elevados. Para os pacientes que apresentaram o VGF metilado, 30% tem 

os marcadores séricos elevados em S3 comparado a 2% dos pacientes não metilados. Ainda, 

nenhum paciente com os marcadores dentro dos níveis da normalidade (S0) apresentou 

metilação do gene(Tabela 13). 

 Apesar de não significativo, podemos destacar que dos casos metilados para VGF, 

100% apresentaram estadiamento avançado da doença (IS, II ou III) e 40% foram refratários 

ao tratamento comparados a 17,7% dos não metilados (Tabela 13). 

 Na análise de regressão logística múltipla, não observamos nenhum resultado 

estatisticamente significativo para as variáveis avaliadas. 
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Tabela 13 - Associação do perfil de metilação do gene VGF com as características clínicas e 
patológicas dos pacientes. 
 

 
*p-valor <0,05 
 

 

5.5.2  Gene MGMT 

 Para o gene MGMT, uma associação significativa foi encontrada para a classificação 

histológica dos tumores, sendo que 90,9% dos casos metilados pertenciam ao grupo dos não 

seminomas em relação a 64% dos não metilados. Um valor próximo à significância foi 

observado para a quimiossensibilidade dos casos, sendo que tumores metilados eram mais 

refratários ao tratamento e tumores não metilados apresentaram maior sensibilidade.  

(Tabela 14). 

 A análise de regressão logística múltipla revelou que a metilação do gene MGMT está 

associada significativamente ao grupo de tumores não seminomas, independente de 
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qualquer outra característica. Podemos observar que pacientes com tumores não 

seminomas tem 5,62 vezes mais chance de apresentar este gene metilado (Tabela 15). 

 

Tabela 14 - Associação do perfil de metilação do gene MGMT com as características clínicas 
e patológicas dos pacientes. 

*p-valor <0,05 

 

 

Tabela15 - Regressão logística múltipla para o gene MGMT. 
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5.5.3 Gene ADAMTS1 

 Para o gene ADAMTS1foi observado uma associação significativa entre a ocorrência de 

metástases em mais de 3 sítios e o padrão de metilação do gene. Dos pacientes metilados, 

66,7% apresentaram metástase em três sítios distintos em relação a 2,9% dos não metilados. 

Em relação ao risco segundo IGCCCG, uma associação significativa foi encontrada para o 

risco intermédio e alto concentrando 100% dos casos metilados, enquanto mais de 70% dos 

casos não metilados foram classificados como baixo risco (Tabela 16). 

 Na análise de regressão logística múltipla, não observamos nenhum resultado 

estatisticamente significativo para as variáveis avaliadas (Tabela 17).  

 

Tabela - 16 -Associação do perfil de metilação do geneADAMTS1 com as características 
clínicas e patológicas dos pacientes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*p-valor <0,05 
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Tabela 17 - Regressão logística múltipla para o gene ADAMTS1. 

 

 

 

 

 

 

5.5.4  Gene CALCA 

 Para o gene CALCA, foi encontrada uma associação significativa em relação à 

classificação histológica sendo que 90,5% dos casos metilados pertenciam ao grupo dos não 

seminomas em comparação com 64,7% dos não metilados. Uma associação significativa 

também foi observada em relação a histologia. Neste caso, podemos notar que 23,8% dos 

casos metilados foram diagnosticados como carcinoma embrionário frente a 9,8% dos casos 

não metilados e, também, que 19% dos metilados apresentaram o diagnóstico de seio 

endodérmico comparado a 2,0% dos casos não metilados. Ainda uma associação significativa 

foi encontrada em relação à quimiossensibilidade, na qual podemos observar que dos 

pacientes refratários ao tratamento 42,9% são metilados em relação a 11,6% dos não 

metilados, enquanto que para os sensíveis ao tratamento86% dos casos são não metilados 

frente a 52,5% de casos metilados(Tabela 18). 

 A análise de regressão logística múltipla para o gene CALCA revelou uma associação 

significativa com as variáveis classificação histológica e quimiossensibilidade. Podemos 

observar que pacientes acometidos por não seminomas e refratários ao tratamento, 

respectivamente, tem um chance 9,94 vezes e 4,64 vezes maior de apresentar o CALCA 

metilado (Tabela 19). 
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Tabela 18 - Associação do perfil de metilação do gene CALCA com características clínicas e 
patológicas dos pacientes. 

 

 

*p-valor <0,05 

 

 

Tabela 19 - Regressão logística múltipla para o gene CALCA. 
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5.5.5  Gene HOXA9 

 Para o gene HOXA9, dos tumores classificados como metilados, 85,7% pertenciam a 

faixa etária menor que 29,6 anos (p<0,05), e 100% ao grupo dos não seminomas (p<0,05). 

Uma associação significativa também foi encontrada quanto a histologia com 34,5% dos 

tumores não metilados associados ao seminoma, e 64,3% dos metilados com tumores 

mistos (Tabela 20). Ainda em relação a histologia, podemos observar que 21,4% dos casos 

metilados eram de carcinoma embrionário em comparação a 12,1% dos não metilados e, 

14,3% dos casos metilados de seio endodérmico frente a 5,2% dos não metilados. 

 A análise de regressão logística múltipla para este gene revelou uma associação com a 

idade. No caso, pacientes com idade superior ou igual a29,6 anos tem uma chance 5,6 vezes 

maior de apresentar o HOXA9nãometilado em relação aos pacientes com idade inferior a 

29,6 anos (Tabela 21). 
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Tabela 20 - Associação do perfil de metilação do geneHOXA9 com as características clínicas e 
patológicas dos pacientes. 

 

 

*p-valor <0,05 

 

Tabela 21- Regressão logística para o gene HOXA9. 
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5.5.6  Gene CDKN2B 

 Para o gene CDKN2B, nenhuma associação significativa foi encontrada em relação às 

variáveis avaliadas e o padrão de metilação do gene (Tabela 22). 

 

Tabela 22 - Associação do estado de metilação do gene CDKN2B com as características 
clínicas e patológicas dos pacientes. 
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5.5.7  Gene CDO1 

 Para o gene CDO1, uma associação significativa foi encontrada em relação ao número 

de sítios metastáticos ao diagnóstico. Podemos observar que dos pacientes metilados 100% 

apresentavam pelo menos um sítio metastático ao diagnóstico quando comparado a 69,1% 

dos não metilados. Uma associação significativa também foi observada para a classificação 

de risco (IGCCCG), para a qual 100%dos pacientes metilados foram classificados com risco 

intermédio ou alto risco, enquanto apenas 27,3% dos não metilados foram classificados 

nestes mesmas categorias. Em relação à quimiossensibilidade, 75% dos pacientes metilados 

são refratários comparado a 17,6% dos não metilados(Tabela 23). 

 Embora não significativo, podemos chamar atenção para os casos com tumores 

metilados, dos quais 100% pertenciam ao grupo dos não seminomas, tinham idade abaixo 

de 29,6 anos e apresentavam estadiamento avançado. 

 A análise de regressão logística múltipla realizada para o gene CDO1 demonstrou uma 

associação significativa com quimiossensibilidade, sendo que os pacientes refratários ao 

tratamento apresentam 11,5 vezes maior chance de apresentar o gene CDO1 metilado 

(Tabela 24).  
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Tabela 23 - Associação do perfil de metilação do geneCDO1 com as características clínicas e 
patológicas dos pacientes. 

*p-valor <0,05 

 

Tabela 24 - Regressão logística múltipla para o gene CDO1. 

 
  



47 
 

 

5.5.8  Gene NANOG 

 Para o gene NANOG, nenhuma associação significativa foi encontrada em relação às 

variáveis avaliadas e o padrão de metilação do gene(Tabela 25). 

 Na análise de regressão logística múltipla, não observamos nenhum resultado 

estatisticamente significativo para as variáveis avaliadas. 

 

Tabela 25 - Associação do estado de metilação do gene NANOG com as características 
clínicas e patológicas dos pacientes. 
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 Diante de todos os resultados dos genes em relação as características clínicas, uma 

análise foi realizada considerando o número de genes metilados independente do gene. 

Baseado em nossos dados, para determinar o melhor ponto de corte para estabelecer o 

número de genes metilados que fossem capaz de discriminar com a maior sensibilidade e 

especificidade os pacientes com os diferentes desfechos clínicos considerados, nós 

realizamos uma análise de curva ROC (Tabela 26). 

 

Tabela 26 - Análise da curva ROC para o número de genes metilados. 

  

 Esta análise demonstrou que o número de dois genes metilados como ponto de corte 

foi o que apresentou melhor sensibilidade (60%) e especificidade (48,1%), entre todos os 

pontos de corte. Assim, os pacientes foram divididos em dois grupos, o primeiro cujo tumor 

apresentava dois ou menos genes metilados, e o segundo cujo tumor apresentava mais de 2 

genes metilados. A partir desta análise, esse dois grupos foram submetidos a associação com 

as variáveis clínicas e patológicas dos pacientes. 

 Os resultados obtidos nesta análise demonstraram uma associação significativa para a 

classificação histológica, sendo que os não seminomas apresentaram predominantemente 

mais de dois genes metilados (94,7%), e os seminomas apresentaram menor número de 

genes metilados. 

 Uma associação significativa foi encontrada para os tumores classificados em 

histologia, sendo que dentro do grupo dos não seminomas, os tumores de seio endodérmico 

apresentaram mais genes metilados, correspondendo a 15,8% dos tumores (Tabela 27).  

 Apesar de não significativo, podemos destacar que aparentemente os pacientes que 

apresentaram tumores com um maior número de genes metilados foram refratários ao 

tratamento (43,8%) em relação aos não metilados (18,2%). 
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Tabela 27 - Associação do número de genes metilados com as características clínicas. 

 

*p-valor<0,05 

 

5.6 Análise de sobrevida global (SG) em relação as características clínicas, patológicas e 

perfil de metilação dos genes 

 A sobrevida global foi determinada em relação a comparação das variáveis clínicas e 

moleculares, considerando como evento o óbito por qualquer causa, sendo o tempo de 

acompanhamento a data de diagnóstico até a data do óbito. 

 As estimativas de sobrevida global foram determinada sem 1, 3 e 5 anos (Tabela 28). 

Podemos observar que o número de marcadores séricos elevados ao diagnóstico tem um 

impacto significativo na sobrevida global. Pacientes que apresentaram elevação dos 

marcadores séricos em S2 ou S3 ao diagnóstico obtiveram estimativas de sobrevida global 

de 76,3% em cinco anos e 50% em três anos, respectivamente, enquanto os pacientes sem 

elevação de qualquer marcador sérico estavam todos vivos em cinco anos. Uma associação 

significativa também foi encontrada em relação à quimiossensibilidade, pois os casos 
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refratários ao tratamento apresentaram uma estimativa de sobrevida global de 68,5% em 

relação a uma sobrevida de 93,1% para os casos sensíveis, em cinco anos (Figura 7).  

 Podemos destacar em relação à histologia, com um p valor próximo ao 

estatisticamente significativo, que os tumores de seio endodérmico apresentaram a pior 

sobrevida em cinco anos em relação às outras histologias (60%). Podemos destacar também 

que ter metástase ao diagnóstico, mesmo que não significativo, está associado a menores 

estimativas de sobrevida global em cinco anos. Quando essa observação é direcionada para 

o número de sítios metastáticos, podemos observar que metástases em dois ou mais sítios 

apresentam pior estimativa de sobrevida global (66,7%) comparado a pacientes não 

metastáticos (100%), em cinco anos. 

 Em relação a metilação dos genes, podemos enfatizar que a metilação de CDKN2B está 

associada a melhores estimativas de sobrevida global (91,4%) quando comparados aos 

pacientes não metilados (73,4%), em cinco anos; a metilação do gene CDO1 está associada a 

menor sobrevida global (37,5%), quando comparados aos pacientes não metilados (85,9%), 

em cinco anos. Apesar dessa observação, estas diferenças não foram estatisticamente 

significativas. 

 A partir destes dados foi realizada uma regressão de Cox múltipla considerando as 

variáveis com p<0,2 na análise univariada. Podemos observar uma associação 

estatisticamente significativa para a idade, sendo que casos com idade maior de 29,6 anos 

apresentam 12 vezes maior chance de vir a óbito que pacientes com menor idade. Uma 

associação significativa também foi encontrada para a classificação de risco segundo 

IGCCCG, sendo que pacientes com risco intermediário apresentam 14 vezes mais chance de 

vir a óbito, e pacientes com risco alto, 148 vezes maior chance (Tabela 29). 
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Tabela 28 - Estimativas de sobrevida global em 1, 3 e 5 anos em relação a variáveis clínicas e 
moleculares dos pacientes. 

 
*p-valor <0,05 
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Tabela29 - Regressão de Cox múltipla para a sobrevida global. 

*p-valor <0,05 

 

 
Figura 7. Análise de sobrevida global de acordo com as características clínicas dos pacientes. Curvas de 
Kaplan Meier para (A) Marcadores séricos, (B) Quimiossensibilidade e (C) Risco do tratamento. 
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5.7 Análise de sobrevida livre de eventos (SLE) em relação as características clínicas, 

patológicas e perfil de metilação dos genes. 

 A sobrevida livre de eventos foi avaliada considerando as variáveis clínicas e 

moleculares (metilação dos genes), e foram considerados eventos: progressão, recidiva ou 

óbito considerando a data do diagnóstico e a data evento que ocorreu primeiro.  

 Em relação as características clínicas, nossos dados revelaram um impacto significativo 

nas estimativas de sobrevida livre de eventos associados a histologia, número de 

marcadores séricos elevados ao diagnóstico, metástase ao diagnóstico, 

quimiossensibilidade, classificação de risco e número de sítios metastáticos ao diagnóstico. 

Em relação a metilação dos genes, podemos observar um impacto significativo nas 

estimativas de sobrevida livre de eventos associados a metilação de MGMT e metilação de 

CALCA (Figura 8; Tabela 30). 

 Em relação a histologia, tumores de seio endodérmico apresentaram a menor 

sobrevida (20%) quando comparados aos demais subtipos, em cinco anos. O maior número 

de marcadores séricos elevado (S3) apresentou a menor estimativa de SLE com 25% em um 

ano. Todos os pacientes deste grupo apresentaram ocorrência de evento antes de três anos. 

Ainda, pacientes apresentando dois marcadores elevados (S2) tiveram estimativas de SLE de 

51,5%, enquanto pacientes sem elevação de marcadores apresentaram estimativa de SLE de 

100%, em cinco anos. Um valor estatisticamente significativo também foi encontrado para 

metástase ao diagnóstico, e isso está relacionado a menores estimativas de SLE (58,9%) 

quando comparados aos pacientes não metastáticos ao diagnóstico (95,6%), em cinco anos. 

A respeito da ocorrência de metástases em números de sítios, em 2 ou mais sítios de 

metástase as estimativas da SLE foram as mais baixa (16,7 e 25%, respectivamente) em 

relação aos pacientes não metastáticos (95,2%), em cinco anos. Por último, considerando a 

quimiossensibilidade, uma associação significativa foi encontrada e os casos refratários 

representaram a pior estimativa de SLE(7,5%) em relação aos casos sensíveis (93,1%), em 

cinco anos. 

 Quanto a metilação dos genes, pacientes metilados para o gene MGMT apresentaram 

SLE de 50,5%, comparado a 77,1% dos não metilados, em cinco anos. Pacientes com 

metilação de CALCA também apresentaram menor SLE de 51,3%, frente a 77,0% dos não 

metilados, em cinco anos. Embora não significativo, podemos destacar também que 
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pacientes metilados para os genes VGF, ADAMTS1 e CDO1 apresentaram menores 

estimativas de SLE, em relação aos não metilados, em cinco anos (Tabela 30). 

 Da mesma forma que para a SG, para a SLE foi realizada uma regressão de Cox múltipla 

considerando as variáveis com p<0,2 na análise univariada. Podemos observar uma 

associação estatisticamente significativa para o risco IGCCCG. Pacientes classificados no risco 

intermediário apresentaram 3,5 vezes maior chance de ocorrência de evento, sendo essa 

chance de 21,54 vezes maior nos pacientes de alto risco (Tabela 31). 
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Tabela 30 - Estimativas de sobrevida livre de eventos em 1, 3 e 5 anos em relação a variáveis 
clínicas e moleculares dos pacientes. 

*p-valor <0,05 
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Tabela 31 - Regressão de Cox para Sobrevida Livre de eventos. 

 
 

 

 

Figura 8. Análise de sobrevida livre de eventos de acordo com as características clínicas dos pacientes e perfil 
de metilação dos genes. Curvas de Kaplan Meier para (A) Histologia, (B) Marcadores séricos, (C) Metástase ao 
diagnóstico, (D) Quimiossensibilidade, (E) Risco do tratamento, (F) Número de sítios de metástase, (G) 
Metilação de MGMT, (H) Metilação de CALCA. 
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Figura 8 (Continuação). Análise de sobrevida livre de eventos de acordo com as características clínicas dos 
pacientes e perfil de metilação dos genes. Curvas de Kaplan Meier para (A) Histologia, (B) Marcadores séricos, 
(C) Metástase ao diagnóstico, (D) Quimiossensibilidade, (E) Risco do tratamento, (F) Número de sítios de 
metástase, (G) Metilação de MGMT, (H) Metilação de CALCA. 
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6 DISCUSSÃO  

 

 A metilação do DNA é uma modificação epigenética envolvida na regulação de 

processos celulares normais , porém, existem cada vez mais evidências da sua frequência e 

importância no processo da carcinogênese74. O tumor de células germinativas de testículo se 

origina de células germinativas primordiais em um momento de grande reprogramação 

epigenética, que apesar de ser um pré-requisito para o desenvolvimento fetal normal, é 

considerada um evento crucial na etiologia do câncer75.   

 Sobre esses tumores, sua capacidade de se transformarem em qualquer tipo de tecido 

somático revela que mudanças epigenéticas ocorrem durante o seu desenvolvimento, 

afetando a expressão gênica. Embora as alterações epigenéticas nesses tumores não 

estejam completamente descritas, há evidências de que exista um perfil de metilação 

distinto para os dois grupos, seminomas e não seminomas, possivelmente explicando como 

esses dois tipos tumorais se desenvolvem a partir de uma mesma célula de origem76.  

 No presente estudo nós avaliamos o perfil de metilação dos genes VGF, MGMT, CALCA, 

CDKN2B, CDO1, HOXA9, ADAMTS1 e NANOG nos tumores de células germinativas de 

testículo através do método de PCR quantitativa metilação específica em tempo real 

(QMSP). O desenvolvimento da QMSP simplificou o estudo dos genes inativados pela 

metilação dos promotores, pois possui a vantagem de aumentar a especificidade e a 

sensibilidade, atribuído ao uso de iniciadores específicos desenhados para a amplificação 

somente de áreas metiladas e ao uso de uma sonda específica para cada gene, quando 

comparado a PCR convencional. Portanto, esse método foi escolhido por apresentar uma 

alta sensibilidade para a detecção da metilação aberrante nos promotores dos genes 

estudados, e por ser um ensaio quantitativo, permitiu analisar de maneira objetiva os níveis 

de metilação nas regiões estudadas. Foi demonstrado que os ensaios por metilação 

específica podem constantemente detectar 0,1% de DNA metilado, porém essa alta 

sensibilidade do método é acompanhada do risco de avaliar pequenos níveis de metilação 

que não tem significância, sendo esta a desvantagem do método, ou ainda a amplificação de 

DNA não convertido77. 

 Apesar de raros, os tumores de células germinativas de testículo são os tumores 

sólidos mais comuns em homens com idade entre 18 e 35 anos, representando a principal 

causa de morte neste grupo78. A casuística estudada compreendeu homens com uma idade 
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média de 29,6 anos, com 58,3% dos casos envolvendo homens com idade menor que 29,6. 

Trabalhos na literatura que avaliaram TCGTs também demonstraram que a média de idade 

destes pacientes variou de 18 a 35 anos60, 79, 80. 

 A classificação histológica tradicional dos TCGTs divide-os em dois grupos principais: 

seminomas e não seminomas, sendo estes predominantes no estudo com 72,2% das 

amostras. O grupo dos não seminomas compreendem histologias mais diferenciadas e são 

mais agressivos e menos sensíveis ao tratamento. Dos casos estudados, 75,8% dos tumores 

(seminomas e não seminomas) se apresentaram sensíveis ao tratamento, o que vai de 

acordo com a literatura, pois a introdução da cisplatina em 1970 fez dos TCGTs um modelo 

de sensibilidade. É um dos tipos de neoplasia mais curáveis com aproximadamente 96% de 

sobrevida em 5 anos contra 83% de sobrevida na década de 7081. No presente estudo, a 

sobrevida global dos casos tumorais compreendeu 93,1% em 5 anos.  

 O estadiamento da doença é baseado na extensão da doença ao diagnóstico, sendo 

que o comprometimento de linfonodos e presença de metástases, incluem os tumores no 

grupo dos avançados, com 86,1% da nossa casuística. A metástase ao diagnóstico foi 

encontrada em 70,8% dos casos estudados, o que classificou estes pacientes com doença 

avançada e a sua inclusão para determinação dos critérios do IGCCCG, com 67,8% dos casos 

classificados como baixo risco do tratamento. 

 Considerando a primeira análise, em relação a curva ROC, não encontramos um ponto 

de corte capaz de discriminar casos tumorais e controles com uma alta sensibilidade, apesar 

de em alguns casos apresentam alta especificidade. O mesmo foi observado no trabalho 

desenvolvido por Brait et al.38 avaliando a metilação de 15 genes em 57 amostras de TCGTs 

utilizando a QMSP. 

 Dessa forma, considerando o modelo de sensibilidade desses tumores e a casuística de 

casos refratários, optamos pela análise da curva ROC para determinar o nível de metilação 

que pudesse ser relevante para discriminar o desfecho clínico desses pacientes. Os 

resultados encontrados para cada gene será discutido a seguir. 

  

Gene VGF 

 O gene VGF está localizado no cromossomo 7q22.1 e exerce sua função no 

metabolismo  basal, nutrição, regulação homeostática e no sistema nervoso central. Hoque 

et al.82 identificaram VGF como um gene frequentemente metilado em um estudo de larga 
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escala, colaborando com a  descrição de um mapa epigenômico da metilação do DNA em 

diversos tipos tumorais. Após o VGF ter sido apontado como um gene frequentemente 

metilado nesse estudo de larga escala, Brait et al., em 201238 analisaram pela primeira vez a 

metilação de VGF em TCGTs através da técnica de QMSP, e encontraram uma metilação 

significativa (p=0.008) em 14 dos 57 tumores estudados, enquanto nenhum dos tecidos 

normais apresentou metilação. 

 No presente estudo, a metilação foi descrita em 10 dos 72 casos tumorais, e destes, 

seis apresentaram marcadores séricos elevados com uma associação significativa. Apesar de 

não ser significativo, 100% dos tumores metilados pertenciam ao estadio avançado, 

concordando com o fato de que a elevação dos níveis dos marcadores séricos, podem 

indicar o avanço da doença. Em relação à sobrevida global, apesar de não significativo, 

pacientes cujos tumores apresentaram a metilação de VGF têm uma menor estimativa de 

sobrevida global, assim como sobrevida livre de eventos. 

 No estudo realizado por Hoque et al., em 201483, em carcinomas uroteliais, os autores 

sugerem que a metilação frequente de VGF encontrada possa ser um evento inicial no 

desenvolvimento dessa doença. Já em TCGTs isso não está claro, sendo necessário um 

estudo comparando a metilação do gene entre tumores primários e sítios metastáticos para 

estabelecer a participação desta alteração epigenética na progressão tumoral. 

 

Gene MGMT  

 Apesar da sensibilidade dos TCGTs à quimioterapia, mesmo em casos metastáticos, 

alguns pacientes falham em responder ao tratamento inicial e tem um pior prognóstico84. 

Cerca de 20-30% dos tumores metastáticos são refratários à primeira linha de tratamento, 

representando um grupo propenso à menor sobrevida e tornando o manejo de pacientes 

com prognóstico adverso, um desafio terapêutico85. 

 A necessidade de regimes de tratamento alternativos para essa população refratária 

faz com que estudos sobre a base molecular desses tumores sejam mais frequentes, e talvez 

a adição de uma nova droga com mecanismos de ação moleculares diferentes possa ter um 

impacto positivo no desfecho do tratamento86. 

 Feldman et al.,86 estudaram tumores refratários em 65 TCGTs primários que foram 

submetidos a diferentes linhas de tratamento com novos agentes, entre eles a 
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temozolomida, e detectaram uma alta frequência de mortalidade nesses casos. O início dos 

testes dessa droga com TCGTs foi um estudo que detectou que linhagens celulares derivadas 

de TCGTs não seminomatosos eram extremamente sensíveis à temozolomida, sugerindo que 

essa droga tenha um efeito em casos refratários87.  

 A temozolomida pertence a uma classe de agentes alquilantes e tem se mostrado 

eficaz no tratamento de glioblastomas, principalmente para aqueles tumores metilados para 

o gene MGMT88. Esse gene codifica uma proteína de reparo do DNA que remove as lesões 

provocadas por agentes quimoterapeuticos alquilantes, como a temozolomida e devido ao 

seu papel crítico no reparo do DNA, o silenciamento epigenético do MGMT está associado a 

um prognóstico favorável em glioblastomas, tornando o estudo da metilação de MGMT 

nesse tumores particularmente interessante89. 

 O MGMT  tem sido frequentemente reportado como metilado em TCGTs90, com 69% 

de tumores não seminomas metilados. No presente estudo, uma associação significativa foi 

encontrada em relação ao grupo histológico, em que 90,9% dos casos metilados eram 

pertencentes ao grupo dos não seminomas, e ainda com a análise de regressão logística isso 

foi mais evidenciado, sendo que tumores não seminomatosos apresentaram 5,62 vezes 

maior chance de apresentar o MGMT metilado. Ainda, dos tumores metilados, 61,9% foram 

sensíveis ao tratamento, como foi encontrado por , Koul et al., em um trabalho onde 

estudaram 22 genes em 39 tumores não seminomas resistentes à quimioterapia e 31 

tumores sensíveis, e identificaram a metilação de MGMT como sendo mais frequente nos 

tumores sensíveis (31% vs 13%), sugerindo que a inativação do MGMT por alterações 

epigenéticas conferem uma sensibilidade à cisplatina. 

 Foi encontrado uma associação significativa na sobrevida livre de eventos para casos 

com metilação do promotor em MGMT, com uma menor sobrevida (50,5%) em 5 anos, com 

outros fatores que influenciam a progressão da doença.  

 Baseando-se nos dados observados nos estudos citados, é possível que a metilação de 

MGMT em TCGTs esteja associado a tumores sensíveis, e que uma investigação das 

alterações epigenéticas à cerca destes casos seja importante para melhorar o tratamento 

dos tumores refratários. 
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Gene HOXA9 

O gene HOXA9 está inserido na família dos genes Homeobox (HOX), os quais são 

fatores de transcrição que desempenham papéis cruciais no desenvolvimento, regulando 

processos como embriogênese, apoptose, diferenciação, motilidade e angiogênese. Podem 

estar super expressos e atuar como oncogenes, ou podem atuar como genes supressores 

tumorais quando sua expressão está regulada pela metilação do promotor91. Sabe-se que as 

ilhas CpG dos promotores dos genes Hox silenciados são descritas como frequentemente 

metiladas92  e alguns dos genes são epigeneticamente silenciados em neuroblastomas91.  

A metilação do HOXA9 já foi descrita como frequente em câncer de cavidade oral por 

Uchida et al.93, sendo que uma baixa expressão desse gene está relacionada com o 

crescimento desses tumores. Além disso, já foi descrito a metilação e a perda da expressão 

de HOXA9 em câncer de mama, pulmão, ovário e bexiga94-96.  

 No presente estudo, a metilação do gene HOXA9 foi associada com uma idade menor 

que 29,6 anos e associada com o grupo histológico dos não seminomas, sendo que 100% dos 

casos metilados eram desse grupo. Amatruda et al.43, identificaram para tumores de células 

germinativas pediátricos, a associação da metilação desse gene principalmente com os 

tumores de seio endodérmico (que pertencem ao grupo dos não seminomas). Nossos 

resultados demonstram que dos casos tumorais metilados, 14,3% eram tumores de seio 

endodérmico e 64,3% tumores mistos, porém em 6 desses tumores mistos havia um 

componente de seio endodérmico.  

Os pacientes com metilação do gene HOXA9 apresentaram menores estimativas de 

sobrevida global 74,6% em relação aos não metilados, em 5 anos, mas não houve diferença 

significativa.  

 Apesar do presente estudo não ter encontrado uma associação significativa para a 

metilação do HOXA9 em relação a ocorrência dos TCGTs, ele já foi descrito como 

hipermetilado e conferindo pior prognóstico para câncer de pulmão, neuroblastomas e 

gliomas, o que chama a atenção para a importância do tipo de tecido estudado e o 

desenvolvimento do câncer97.  

 

Gene ADAMTS1 

A função de ADAMTS1 foi descrita inicialmente como mediador de inflamação, mas 

também exerce função na angiogênese, proliferação, invasão e migração. Faz parte da 
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família das metaloproteases e sua função é remodelar a matriz extracelular através da 

degradação proteolítica. ADAMTS1 também atua como um inibidor da angiogênese, mas a 

sua desregulação pode levar a uma alteração da matriz extracelular98. De maneira 

interessante, no processo da tumorigênese a célula maligna necessita remodelar o ambiente 

para estabelecer o suprimento vascular e invasão, e muitos estudos tem relatado a atividade 

de ADAMTS1 durante a transformação maligna.  

 O silenciamento epigenético através da hipermetilação do promotor de ADAMTS1 já 

foi descrito em câncer de pulmão, próstata e câncer coloretal, enquanto uma baixa 

expressão de ADAMTS1 foi frequentemente reportada em tumores primários de próstata 

quando comparados aos seus respectivos tecidos normais99.   

 No presente trabalho, dos 72 tumores avaliados, 3 apresentaram-se como 

hipermetilados para o gene ADAMTS1 e embora todos os tumores metilados pertencessem 

ao grupo dos não seminomas, eles não foram coincidentes na sua histologia. Pode-se 

observar que a metilação foi predominante em casos metastáticos, e que isso refletiu na 

classificação de risco desses tumores como intermediário e alto, concentrando 100% dos 

casos metilados. Em relação a metástase, sabe-se que para o câncer de próstata, uma queda 

na expressão de ADAMTS1está associada a progressão da doença98, 100. A regressão logística 

múltipla não estabeleceu nenhuma associação significativa entre as variáveis com p<0,2. 

Apesar da baixa casuística e de não encontrarmos associação significativa, os casos 

metilados apresentaram uma menor sobrevida global e uma menor sobrevida livre de 

eventos em relação a metilação de ADAMTS1.  

 Como observado, nossos achados demonstram que a metilação do ADAMTS1 não 

parece ser um evento frequente nos TCGTs, entretanto parece estar associada a pacientes 

com características mais agressivas do tumor. De qualquer forma, nossos dados devem ser 

avaliados com cautela, uma vez que apenas três amostras apresentaram metilação, sendo 

necessário uma avaliação mais abrangente deste gene para elucidar o real impacto de sua 

metilação nesta doença. 

 

Gene CALCA  

 O gene da calcitonina está localizado na região 11p15.2 e é responsável por regular 

níveis de cálcio via adenilato ciclases. A correlação da metilação do CALCA com sua 
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expressão gênica não é muito clara, porém sabe-se que tecidos de carcinoma de pulmão não 

pequenas células e carcinoma de fígado expressam a sua proteína101. 

 No estudo com linhagens gliais e tumores primários tratados com 5-azacitidina, a 

expressão de CALCA foi induzida, demonstrando que a metilação é capaz de reprimir a 

expressão do mesmo101. Esse gene já foi demonstrado como hipermetilado em câncer de 

tireóide102 e também já foi estudado em câncer cervical, onde a metilação de CALCA foi 

identificada em soro em 87% das 65 amostras estudadas, porém não correlacionando 

nenhum significado prognóstico nesses pacientes61. 

 Nosso estudo identificou uma associação significativa entre metilação e não 

seminomas, em 90,5% dos casos e evidenciou isso na regressão logística, pois tumores não 

seminomas apresentaram 9,94 vezes mais chance de estar metilado para CALCA. A análise 

de metilação para CALCA também chamou atenção para a associação encontrada em relação 

à quimiossensibilidade desses tumores, sendo que tumores refratários tinham 4,64 vezes 

maior chance de ser metilado para esse gene.  E ainda, a metilação de CALCA foi 

estatisticamente significativa para a sobrevida livre de eventos, apresentando 51,3% de SLE 

em 5 anos, comparado a 70,7% em 5 anos para os casos que não eram metilados. 

 Acreditamos que a regulação epigenética de CALCA para TCGTs esteja relacionada aos 

tumores mais diferenciados e mais agressivos, porém mais estudos são necessários para 

esclarecer esse papel.  

 

Gene CDO1 

 CDO é uma enzima vital humana envolvida na regulação da cisteína no corpo humano 

e tem um papel importante na biossíntese da taurina. A região cromossômica em que está 

localizado  o gene CDO1 foi descrita,por Staub et al.59, como epigeneticamente silenciada 

contribuindo com o câncer coloretal. 

 Brait et al.60, verificaram que o promotor de CDO1 era diferencialmente metilado em 

tecidos primários de câncer coloretal quando comparados ao tecido normal e ainda que a 

expressão de CDO1 era controlada pela metilação do promotor, sugerindo que o 

silenciamento de CDO1 deve ser um evento comum na carcinogênese. Também verificaram 

uma diferença estatisticamente significativa na frequência da metilação do promotor entre 

tumores primários e tecidos normais em tecidos derivados de cólon, mama, esôfago, 

pulmão, bexiga e estômago. Apesar de não significativa, na primeira análise neste trabalho,  
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nenhuma amostra de testículo normal apresentou metilação e quatro amostras tumorais 

foram metiladas.  

 A sugestão de que CDO1 é um gene supressor tumoral epigeneticamente regulado em 

câncer ganhou força com Brait et al.60, após o teste com 5 linhagens de câncer coloretal, em 

que a expressão de CDO1 estava silenciada e foi reativada após o tratamento com a droga 

demetilante 5-azacitidina.  

Os nosso resultados revelaram que as amostras tumorais metiladas foram associadas 

com metástase ao diagnóstico, assim como o estudo de Dietrich et al.103, que associou a 

progressão da doença com a metilação de CDO1. Ainda, os tumores metilados foram mais 

refratários ao tratamento quando comparados àqueles tumores não metilados, 

apresentando 11,5 vezes maior chance de estar metilado quando refratários. Foi observado 

que a metilação implicou em uma menor sobrevida global desses pacientes, pois casos que 

evoluíram para óbito apresentaram 9 vezes mais chance de estar metilado para CDO1, 

sugerindo a metilação como um fator de risco para esses tumores.  

Wrangle et al.104,  identificaram um painel de genes envolvendo a metilação de CDO1 e 

HOXA9 e demonstrou 100% de especificidade e entre 83 e 99% de sensibilidade para o uso 

desses marcadores para o diagnóstico de câncer de pulmão não pequenas células. 

As características citadas merecem atenção em relação a metilação do gene CDO1 e 

seu potencial uso como biomarcador para o diagnóstico de algumas neoplasias, porém, seu 

estudo em TCGTs necessita de uma avaliação mais ampla.  

 

Gene CDKN2B 

 O locus CDKN2b-CDKN2a, está localizado no cromossomo 9p21 e é frequentemente 

deletado em câncer. Este locus codifica três proteínas inibidoras de ciclo celular: p15INK4b 

(codificado por CDKN2B), p16INK4a (codificado por CDKN2A) e p14ARF105. 

 A proteína codificada pelo gene CDKN2B é capaz de induzir parada de ciclo celular em 

G1 inibindo as proteínas quinases ciclina-dependentes CDK4 e CDK6, que são responsáveis 

pela fosforilação da proteína RB. A fosforilação de RB é considerada como sendo crítica para 

a progressão através da fase G1 e entrada na fase S do ciclo celular106. Dessa maneira, 

CDKN2B apresenta uma atividade supressora tumoral, pois inibe a progressão de células 

tumorais e o avanço da doença. 
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 O estudo dos mecanismos epigenéticos como a metilação de CDKN2B já foi descrito 

em uma variedade de tipos de câncer34, 107. A hipermetilação de CDKN2B pode atuar como 

um fator prognóstico em glioblastomas, pois pode atuar como um fator preditivo para a 

resposta ao tratamento por temozolomida108.  

 Em relação a TCGTs, Heidenreich et al.109, não encontraram mutações envolvendo 

CDKN2B e concluíram que esse gene não possui papel no surgimento e controle desta 

doença, porém, não foi realizado o estudo epigenético com esses tumores. 

 Em nosso estudo, não foi encontrada nenhuma associação significativa da metilação 

de CDKN2B e variáveis clínicas apesar de alguns tumores apresentarem hipermetilação deste 

gene. Entretanto, acreditamos que o reestabelecimento da função normal desse gene possa 

ser uma alternativa à terapia e mais estudos devem ser realizados com TCGTs na busca por 

novos tratamentos. 

 

Gene NANOG 

 O NANOG é descrito como um importante fator na regulação da pluripotência e sua 

expressão durante o desenvolvimento embrionário acontece em células pluripotentes, como 

as células germinativas primordiais110. Está localizado no cromossomo 12p13, na região em 

que ocorre a alteração citogenética mais frequente em TCGTs, o i(12p). É de conhecimento 

que a reativação da pluripotência através de mecanismos epigenéticos é um dos eventos 

inicias da proliferação tumoral, portanto o estudo da regulação epigenética de NANOG em 

tumores germinativos busca elucidar mecanismos da origem desse tumor.  

 Hart et al.54, identificaram através da técnica de imunohistoquímica, que a expressão 

de NANOG está presente em estagios mais indiferenciados dos TCGTs, como a lesão 

intratubular e seminomas, e não em teratomas e tumores de seio endodérmico, sendo um 

marcador importante para a identificação e classificação dos tumores de origem germinativa 

com menor grau de diferenciação.  

 A análise dos mecanismos de regulação epigenética do NANOG foi realizada em 

tumores primários de carcinoma hepatocelular, sendo que a hipometilação de NANOG foi 

predominante entre os tumores e uma associação significativa foi encontrada para a alta 

expressão de NANOG em tecidos tumorais mais agressivos111.  

 A análise da metilação de NANOG em TCGTs não havia sido descrita, e o nosso 

trabalho não demonstrou nenhuma associação significativa com as variáveis clínicas 
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estudadas, porém a relação do desenvolvimento desses tumores e a função desse gene 

torna a pesquisa pelo perfil de metilação uma área de interesse. 

 Os genes avaliados foram agrupados e foi possível observar o predomínio de metilação 

em mais de dois genes em 94,7% dos tumores não seminomas. O predomínio da metilação 

nesse grupo foi descrito primeiramente por Peltomaki40, seguido por Smiraglia et al.41 e 

Netto et al.42, todos concordantes de que o grupo dos seminomas permanecem não 

metilados enquanto a hipermetilação é predominante em tumores não seminomatosos.   

 De uma maneira geral, observamos uma menor sobrevida global e sobrevida livre de 

eventos para os casos que apresentaram  metilação dos genes avaliados,  indicando que o 

silenciamento epigenético dos genes supressores tumorais estudados pode atuar no 

desfecho clínico desse grupo. 

 Embora uma alta presença de resposta sensível tenha sido apresentada para os casos, 

é importante mencionar que nem todos os pacientes incluídos no estudo tiveram um 

seguimento até 5 anos após o tratamento, devido a inclusão de amostras do ano de 2012, 

sabendo que pacientes que sobreviveram à doença tem um risco de recaída ainda 2 anos após a 

remissão da doença112. Em relação ao risco do tratamento, uma associação significativa foi 

encontrada para a sobrevida global, e pacientes com alto risco obtiveram um seguimento 

somente de 3 anos. É importante mencionar que 13 pacientes não foram incluídos na 

classificação de risco pois eram estadio I da doença. 

 As variáveis clinicas que conhecidamente possuem valor prognostico foram 

reproduzidas neste estudo em acordo com a literatura, apesar da pequena casuística. É 

necessário uma avaliação mais abrangente do valor da metilação de CALCA e CDO1 no 

estabelecimento da refratariedade da doença, assim como a real associação da metilação da 

MGMT com os desfechos clínicos. 
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7       CONCLUSÕES 

 

• Não encontramos diferenças significativas entre o nível médio de metilação dos oito 

genes na comparação entre tecidos controle e tumores de células germinativas de 

testículo; 

 

• A metilação do gene VGF foi associada a pacientes com níveis alterados de 

marcadores séricos (S2 ou S3); 

 

• A metilação do gene MGMT foi associada a pacientes com tumores não 

seminomatosos; 

 

• A metilação do gene ADAMTS1 foi associada a pacientes com presença de pelo 

menos um sítio metastático e pacientes classificados com risco intermediário ou alto 

(IGCCCG); 

 

• A metilação do gene CALCA foi associada a pacientes com tumores não 

seminomatosos e pacientes refratários ao tratamento; 

 

• A metilação do gene HOXA9 foi associada a pacientes com idade mais avançada 

(acima de 29,6 anos) e pacientes com tumores não seminomatosos; 

 

• A metilação do gene CDO1 foi associada a pacientes com presença de pelos menos 

um sítio metastático, classificados nas categorias de maior risco (IGCCCG) e 

refratários ao tratamento; 

 

• A metilação do gene CDKN2B e NANOG nãofoi associada com as características 

clinico-patológicas avaliadas; 

 

• Considerando os oito genes avaliados, a combinação de metilação presente em mais 

de dois destes genes foi associada a pacientes com tumores não seminomatosos; 
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• A metilação dos genes avaliados não tem impacto nas estimativas de sobrevida 

global; 

 

• A metilação dos genes MGMT e CALCA tem impacto negativo nas estimativas de 

sobrevida livre de eventos. 
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