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RESUMO 

 

Sorroche BP. Avaliação do perfil de metilação do DNA de margens cirúrgicas negativas de 

pacientes com carcinoma de células escamosas da cavidade oral. Dissertação (Mestrado). 

Barretos: Hospital de Câncer de Barretos; 2019. 

 

INTRODUÇÃO: O carcinoma de células escamosas da cavidade oral (CCECO) é um dos cânceres 

mais frequentes no mundo, apresentando maior incidência em homens. Além do 

estadiamento TNM, o status das margens cirúrgicas é um dos parâmetros utilizados para 

redefinir o prognóstico e permitir a seleção do tratamento mais adequado. A obtenção de 

margens livres de tumor no momento da cirurgia é de suma importância para diminuir as taxas 

de recidiva local. Entretanto, de 10 a 30% dos pacientes com margens histológicas negativas 

apresentam recidivas loco-regionais. Diversos estudos têm sugerido a presença de alterações 

moleculares prévias ao aparecimento do fenótipo do câncer na mucosa adjacente ao tumor 

primário. OBJETIVO: Avaliar o perfil de metilação do DNA de margens cirúrgicas 

histologicamente negativas de pacientes com CCECO como fator preditivo para recidiva 

tumoral. MATERIAIS E MÉTODOS: O metiloma utilizando a plataforma Illumina Infinium 

MethylationEPIC BeadChip foi realizado para identificar marcadores de metilação do DNA 

relacionados à recidiva. Foram incluídas 32 amostras de margens cirúrgicas histologicamente 

negativas, dentre as quais 16 de pacientes que desenvolveram recidiva local e 16 de pacientes 

que não desenvolveram recidiva local. Os dados gerados foram analisados usando a 

ferramenta de programação R e pacotes de dados específicos. RESULTADOS: Na análise do 

metiloma foram identificadas 311 posições diferencialmente metiladas (PDMs) e 23 regiões 

diferencialmente metiladas (RDMs), contrastadas entre os grupos com e sem recidiva. Seis 

RDMs de maior interesse, com um total de 19 sítios CpG com pelo menos 10% de diferença 

de metilação entre os grupos, foram selecionadas, das quais a região relacionada ao gene 

GRHL3 se mostrou potencial marcador para um pior prognóstico em pacientes com CCECO. 

CONCLUSÕES: Este estudo demonstrou que existem alterações na metilação do DNA na 

mucosa histologicamente normal adjacente ao tumor primário de indivíduos com CCECO, e 

que estas alterações não estão necessariamente localizadas nas regiões promotoras dos 

genes. Além disso, estes padrões de metilação são capazes de diferir pacientes com um maior 

risco de desenvolvimento de recidivas locais. 



 

 

PALAVRAS-CHAVE: Carcinoma de células escamosas; Boca; Margens de excisão; Recidiva local 

de neoplasia; Metilação de DNA; Biomarcadores.  



 

 

ABSTRACT 

 

Sorroche BP. Evaluation of the DNA methylation profile of negative surgical margins from oral 

squamous cell carcinoma patients. Dissertation (Master´s degree). Barretos: Barretos Cancer 

Hospital; 2019. 

 

BACKGROUND: Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is one of the most frequent cancers 

worldwide, presenting higher incidences in men. Besides the TNM staging, the status of the 

surgical margins is one of the parameters used to redefine prognosis and to allow the selection 

of the most appropriate treatment. Obtaining tumor-free margins at the time of surgery is of 

paramount importance for decreasing local recurrence rates. However, from 10 to 30% of 

patients with negative histological margins present locoregional recurrences. Many studies 

have suggested the presence of molecular alterations prior to the appearance of the cancer 

phenotype in the mucosa adjacent to the primary tumor. AIM: To evaluate the DNA 

methylation profile of histologically negative surgical margins from OSCC patients as a 

predictive factor for tumor recurrence. MATERIALS AND METHODS: The methylome-wide 

analysis using the Illumina Infinium MethylationEPIC (850K) BeadChip platform was carried 

out to identify DNA methylation markers of recurrence. Thirty-two histologically negative 

surgical margin samples were included, among which 16 from patients that developed local 

recurrence and 16 from patients that did not develop local recurrence. Generated data were 

analyzed using the R programming tool and specific data packages. RESULTS: In the 

methylome analysis, 311 differentially methylated positions (DMPs) and 23 differentially 

methylated regions (DMRs) were identified, contrasted between recurrent and non-recurrent 

groups. Six RDMs of greater interest, in a total of 19 CpG sites with at least 10% of methylation 

difference between the groups were selected. The region related to the GRHL3 gene proved 

to be a potential marker for worse prognosis in patients with CCECO. CONCLUSIONS: This 

study demonstrated that there are changes in DNA methylation in the histologically normal 

mucosa adjacent to the primary tumor of individuals with CCECO. These methylation patterns 

are capable of differing patients with a higher risk of developing local recurrences.  

 

KEYWORDS: Carcinoma, Squamous Cell; Mouth; Margins of excision; Neoplasm Recurrence, 

Local; DNA methylation; Biomarkers.
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Aspectos gerais do câncer 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS)1, câncer é uma proliferação 

descontrolada de células que podem invadir e se espalhar para outras partes do corpo. 

Propõe-se que o processo de carcinogênese seja composto por três estágios: iniciação, 

promoção e progressão, onde ocorre um acúmulo de alterações moleculares responsáveis 

pela transformação das células normais em células neoplásicas1. 

 Pode-se entender o câncer como um problema de saúde pública mundial que abrange 

um número significativo e crescente de indivíduos, principalmente nos países em 

desenvolvimento, onde se esperam cerca de 16,0 milhões de novos casos de câncer em 2025 

(80% do total)2.  

 Os dados estatísticos mais recentes publicados pela OMS estimaram, para 2018, um 

total de aproximadamente 17,0 milhões de novos casos de câncer (exceto câncer de pele não-

melanoma) e 9,5 milhões de mortes relacionadas a essa doença3. Nos Estados Unidos, a 

American Cancer Society (ACS) estimou, para 2017, quase 1,7 milhões de novos casos e 

mostrou que, de modo geral, as taxas de incidência e mortalidade em homens chegam a ser 

20% e 40% superiores, respectivamente, em relação às mulheres4.  

 No Brasil, as estimativas realizadas pelo Instituto Nacional de Câncer (INCA) para 2019 

apontaram 600 mil novos casos de câncer, onde os tipos mais incidentes no sexo masculino 

devem ser próstata (31,7%), pulmão (8,7%), intestino (8,1%), estômago (6,3%) e cavidade oral 

(5,2%), enquanto no sexo feminino os tipos mais frequentes devem ser mama (29,5%), 

intestino (9,4%), colo do útero (8,1%), pulmão (6,2%) e tireoide (4,0%)5. 

 Para diminuir a incidência e mortalidade relacionadas ao câncer são necessárias ações 

de controle dos fatores de risco e de detecção precoce, garantindo assim um melhor 

tratamento e, como consequência, uma maior sobrevida dos pacientes.  

 

1.2 Carcinomas de células escamosas de cavidade oral 

O termo câncer de cabeça e pescoço relaciona-se a um conjunto de tumores epiteliais 

malignos localizados no trato aerodigestivo superior, que compreende principalmente a 

cavidade oral (língua, gengiva, palato duro, assoalho), faringe (orofaringe, nasofaringe, 

hipofaringe) e laringe1. O carcinoma de células escamosas (CCE) é o subtipo histológico mais 
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frequente, compreendendo mais de 95% dos casos6, e o CCE de cabeça e pescoço (CCECP) 

encontra-se em sétima posição dentre os mais frequentes tipos de câncer no mundo, 

representando 4,9% do total3.   

O tumor mais comum dentro do conjunto do câncer de cabeça e pescoço é o carcinoma 

de células escamosas da cavidade oral (CCECO), que acomete pricipalmente pacientes do sexo 

masculino, entre a quinta e oitava década de vida7. No Brasil, para os anos 2018/2019, o 

câncer de cavidade oral (CCO) foi previsto como o 7° câncer mais incidente em ambos os sexos, 

com 11.200 novos casos para homens e 3.500 novos casos para mulheres5 (Figura 1). 

 
Fonte: Segundo dados do INCA5. 

Figura 1 - Tipos de câncer mais incidentes na população brasileira, em ambos os sexos, para o biênio 2018/2019. 

 

O desenvolvimento de um CCE se dá geralmente a partir de uma hiperplasia epitelial, 

progredindo para uma displasia, um carcinoma in situ e depois para a forma invasiva8, 9. 

Segundo o INCA, fatores ambientais são responsáveis por 80% dos casos de câncer no mundo. 

Dentre estes fatores, o tabagismo e o etilismo estão intensivamente relacionados ao câncer 

de cabeça e pescoço, principalmente ao CCE, podendo explicar de 65 a 80% de sua 

incidência10,11. Segundo Hashibe e colaboradores12, o tabaco aumenta em três vezes o risco 

de desenvolvimento do CCECO na população geral e, quando associado ao consumo de álcool, 
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este aumento de risco pode elevar-se para até 15 vezes. Outro fator de risco importante é a 

infecção pelo papiloma vírus humano (HPV) que pode ser encontrada em 20% dos casos13.  

O sistema mais consolidado para classificação de tumores sólidos é o estadiamento 

TNM14 (Tumor, Linfonodo, Metástase), baseado na avaliação clínica e patológica do tamanho 

do tumor, envolvimento linfonodal e status de metástases à distância (Tabela 1).  

 

Tabela 1 - Classificação TNM para estadiamento do câncer de cavidade oral. 

Variável Classificação Definição 

Tumor 
primário 

Tx Não pode ser acessado 
T0 Sem evidência  
T1 ≤2 cm na maior dimensão 

 T2 >2 cm e ≤4 cm na maior dimensão 
 T3 >4 cm na maior dimensão 

 
T4a Invade osso cortical, musculatura extrínseca da língua, sino maxilar 

e/ou pele da face 

 
T4b Invade espaço mastigatório, espaço pterigoide, e/ou base do crânio, 

e/ou artéria carótida interna 
   

Linfonodos 
regionais 

Nx Não pode ser acessado 
N0 Sem evidência 
N1 Linfonodo ipsilateral, ≤3 cm na maior dimensão 
N2a Único linfonodo ipsilateral >3 cm e ≤6 cm 

 N2b 2 ou mais linfonodos ipsilaterais, ≤6 cm na maior dimensão 
 N2c Linfonodos bilaterais ou contralaterais, ≤6 cm na maior dimensão 
 N3 Qualquer linfonodo >6 cm na maior dimensão 
   
Metástase à 
distância 

Mx Não pode ser acessado 
M0 Sem evidência 

 M1 Qualquer 
Fonte: adaptado de AJCC Cancer Staging Manual, 7th edition. 
TNM: Tumor, Linfonodo, Metástase. 

 

A partir da combinação destes fatores, os tumores são classificados em diferentes 

estágios, sendo:  

 Estadiamento clínico (EC) I: T1, N0, M0 

 EC II: T2, N0, M0 

 EC III: T3, N0-1, M0 ou T1-3, N1, M0 

 EC IVA: T4a, N0-1, M0 ou T1-4a, N2, M0 

 EC IVB: qualquer T, N3, M0 ou T4b, qualquer N, M0 

 EC IVC: qualquer T, qualquer N, M1 

Entretanto, o sistema nem sempre fornece informações precisas sobre o prognóstico, 

havendo a necessidade de considerar fatores complementares, como localização do tumor, 
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extravasamento capsular, infiltração perineural, status das margens cirúrgicas, entre outros, 

para redefinir o prognóstico e permitir a seleção do tratamento mais apropriado15.  

Cerca de um terço dos pacientes de CCECO é diagnosticado nos estágios iniciais da 

doença (EC I e II)9. Uma excisão com adequadas margens cirúrgicas é o procedimento mais 

bem estabelecido e aceito atualmente para estes casos16, 17. Pode-se realizar a biópsia do(s) 

linfonodo(s) sentinela para o microestadiamento linfonodal e, caso positivo(s) para células 

tumorais, uma cirurgia linfonodal mais extensa pode ser exigida, além da introdução de 

tratamento adjuvante, mais comumente radioterapia17. Uma meta-análise realizada em 2013 

por Thompson e colaboradores18 demonstrou que a abordagem do linfonodo sentinela no 

tratamento do câncer de cabeça e pescoço apresenta 95% de sensibilidade e 96% de valor 

preditivo negativo. No Brasil, dados publicados pelo Registro Hospitalar de Câncer19 do 

Hospital de Câncer de Barretos demonstraram que a sobrevida global em 5 anos varia entre 

63-71% para pacientes de CCO diagnosticados em estadiamento I e de 51-53% para pacientes 

de CCO diagnosticados em estadiamento II. 

Para tumores em estágios mais avançados (EC III e IV), com risco de desenvolvimento 

de recidivas loco-regionais, a recomendação da National Comprehensive Cancer Network 

(NCCN) é a realização da cirurgia com ressecção linfonodal do pescoço, mais radioterapia e/ou 

quimioterapia adjuvante17. Para os regimes envolvendo as duas modalidades, denominados 

quimioradiação, são utilizadas combinações de tratamento sistêmico, baseado em cisplatina 

e taxol, mais o tratamento radioterápico20.  Em 2006, a introdução do medicamento 

Cetuximab, anticorpo monoclonal que tem como alvo o receptor do fator de crescimento 

epidérmico (EGFR), aumentou a taxa de resposta e as sobrevidas global e livre de progressão 

de pacientes com doença recorrente ou metastática21, 22. Além disso, com o advento da 

imunoterapia, modalidade terapêutica que encontra-se ainda em fase de estudos, espera-se 

alcançar melhores respostas a longo prazo e menores graus de toxicidade comparados à 

quimioterapia convencional20. De acordo com o Registro Hospitalar de Câncer19, pacientes 

diagnosticados em estadiamento III apresentam sobrevida global em 5 anos variando de 39-

43%, enquanto pacientes em estadiamento IV a sobrevida varia entre 14-25%.  

Devido à localização do tumor, o tratamento exige cautela, pois se deve considerar 

também a perda de estrutura e função, principalmente em relação à mastigação e à fala23. 

Apesar das diferentes estratégias utilizadas e dos recentes avanços no tratamento (incluindo 

opções de cirurgia minimamente invasiva e novas combinações terapêuticas e 
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medicamentos), a taxa de sobrevida global em 5 anos para o CCECO encontra-se em torno de 

60%24-28. A principal razão para falha no tratamento é o desenvolvimento de recidivas loco-

regionais, ou seja, o reaparecimento do tumor após um período sem doença detectável. Essas 

recidivas podem se desenvolver no mesmo local do tumor primário (recidivas locais) ou nos 

linfonodos próximos ao sítio primário do tumor (recidivas regionais). As taxas de recidivas 

loco-regionais em pacientes com CCO variam de 15 a 40% 28-32. Pacientes de CCECO que 

desenvolvem recidivas locais apresentam taxas de sobrevida doença-específica de 

aproximadamente 25%28. A maioria destas recidivas ocorre em até dois anos após o 

tratamento29, 31, 33. 

 

1.3 Margens Cirúrgicas 

As margens cirúrgicas referem-se às bordas de tecido normal que são removidas 

juntamente com a excisão cirúrgica de um tumor para avaliação da eficácia do procedimento 

no controle local da doença34. Sua avaliação geralmente é feita por diagnóstico histológico 

visível, através de confecção de lâminas de hematoxilina e eosina (H&E). Considerando um 

tecido tridimensional, as margens cirúrgicas podem ser divididas em margens de mucosa e 

margens profundas. A margem de mucosa compreende o tecido superficial de mucosa ao 

redor do tumor, enquanto a margem profunda é composta pelos tecidos moles abaixo do 

tumor, como músculo esquelético, tecido adiposo e feixes neurovasculares35. 

Para os CCECP, uma ressecção adequada de margens cirúrgicas é considerada elemento 

essencial para alcançar os melhores resultados para os pacientes36. De acordo com a análise 

histopatológica, as margens podem ser classificadas em positivas (com presença de células 

tumorais na borda da peça cirúrgica excisada), próximas (margem a uma distância de 1–5 mm 

do tumor) ou negativas (margem a uma distância > 5 mm do tumor)37, 38 (Figura 2).  
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Fonte: Adaptado de Erickson-Bhatt et al.39 
Figura 2 - Representação de uma peça de tumor ressecado (em vermelho) e margens cirúrgicas. Margens 
positivas são consideradas quando as células tumorais são encontradas na borda do tecido ressecado. Margens 
livres são consideradas quando há apenas células histologicamente normais na borda deste tecido e, 
dependendo de sua distância para o tumor, elas são definidas como margens próximas ou negativas.  

 

A presença de tumor microscópico nas margens cirúrgicas contribui para o aumento das 

taxas de recidiva local e redução da sobrevida global dos pacientes40, 41, 42. Assim, a obtenção 

de margens livres de tumor no momento da cirurgia é de suma importância para a diminuição 

destas taxas de recidiva. Entretanto, de 10 a 30% dos pacientes com margens histológicas 

negativas vão apresentar recidivas loco-regionais43, 44. Nestes casos, a ressecção cirúrgica 

talvez não tenha sido capaz de remover todas as células tumorais, pois algumas células de 

tecidos adjacentes histologicamente normais podem já apresentar alterações moleculares 

que não podem ser identificadas pelos métodos convencionais e que poderão contribuir para 

a transformação maligna. Deste modo, a avaliação da margem cirúrgica pela forma 

convencional durante o ato cirúrgico, através da análise histopatológica, não garante a excisão 

completa de todas as células tumorais40, 45.  

Outra explicação para a alta frequência de recidivas locais nos pacientes portadores de 

câncer de cabeça e pescoço, em especial o câncer de cavidade oral, é a teoria de cancerização 

de campo proposta por Slaughter e colaboradores46, onde foi observada a presença de tecido 

molecularmente alterado nas margens de amostras de CCECO. Segundo esta teoria, em 

pacientes portadores de CCO os efeitos carcinogênicos principalmente do tabaco e do álcool 

teriam provocado alterações em toda (ou em boa parte da) mucosa do paciente, sendo que 

algumas áreas podem evoluir posteriormente para lesões tumorais, que, a depender da 

distância do tumor primário e do intervalo de tempo para o aparecimento desta lesão, 

poderão ser consideradas como recidiva local ou segundo tumor primário. Diversos estudos 

têm sugerido a presença de alterações genéticas e/ou epigenéticas prévias ao aparecimento 

do fenótipo do câncer na mucosa adjacente ao tumor primário40, 43, 47, 48. 
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1.4 Alterações moleculares e o câncer 

Além das características clínicas e patológicas, há um crescente interesse na 

identificação de marcadores moleculares que possam influenciar na conduta clínica. Estes 

marcadores podem fornecer informações prognósticas úteis e vir a constituir novos alvos 

terapêuticos.  

As células neoplásicas possuem características importantes que permitem que elas 

sobrevivam no organismo e se desenvolvam em um tumor.  Hanahan e Weinberg49,50 

descreveram algumas características como responsáveis pela diversidade de tipos de câncer, 

sendo: resistência à morte celular, desregulação energética da célula, proliferação 

descontrolada e independente de estímulo, insensibilidade a supressores de crescimento, 

evasão do sistema imune, capacidade de imortalidade replicativa, inflamação indutora de 

tumor, ativação de invasão e metástase, indução de angiogênese, instabilidade genômica e 

mutações. 

O câncer é, portanto, uma doença genética cuja iniciação e progressão envolvem 

múltiplos passos, nos quais a célula acumula uma série de alterações genéticas e epigenéticas 

que afetam diferentes vias de regulação de processos como proliferação celular, diferenciação 

e sobrevivência, com amplificação e ativação de protoncogenes e perda ou inativação dos 

alelos de genes supressores de tumor49, 51.  

Protoncogenes são genes responsáveis por codificar proteínas relacionadas à 

proliferação e sobrevivência celular. Quando sofrem uma mutação ou apresentam expressão 

aumentada, tornam-se oncogenes, favorecendo a divisão anormal das células e o 

desenvolvimento do câncer. Já os genes supressores de tumor têm a função de regular o ciclo 

celular e sinalizar a morte celular programada (apoptose). Se inativos, seu silenciamento pode 

conduzir ao processo de carcinogênese52. 

As alterações epigenéticas caracterizam-se por alterar o fenótipo sem alterar o 

genótipo, ou seja, sem alterações na sequência primária de DNA53. Diferentemente das 

alterações genéticas, as modificações epigenéticas são reversíveis e afetam a estrutura da 

cromatina e a expressão gênica sem alterar a sequência de nucleotídeos. Por meio de 

mecanismos como a metilação do DNA, a modificações de histonas e as vias de silenciamento 

mediadas por RNAs não codificantes (miRNA), as formas de expressão dos genes são 

diferenciadas e, por consequência, diferentes fenótipos podem ocorrer54. 
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O evento epigenético mais estudado em humanos é a metilação do DNA, que consiste 

na adição covalente de um radical metil (-CH3) em citosinas localizadas a 5’ de guaninas e tem 

como principal alvo as ilhas CpG, regiões ricas, porém não exclusivas, em citosinas e guaninas 

que estão presentes nas regiões promotoras de alguns genes55. Genes com transcrição ativa 

geralmente possuem as ilhas CpG de suas regiões promotoras não metiladas, porém, se estas 

regiões estão hipermetiladas a transcrição do gene é interrompida e a expressão do gene 

correspondente é silenciada55. Tal silenciamento pode ocorrer através de três processos 

diferentes: (1) interferência direta na ligação de fatores de transcrição aos seus sítios de 

reconhecimento nos promotores gênicos, (2) ligação de repressores transcricionais 

específicos do DNA metilado, conhecidos como proteínas de ligação de metil-CpG, os quais 

apresentam grande afinidade pelo DNA metilado, e (3) alteração da estrutura da cromatina 

pelo DNA metilado, com a cromatina passando de um estado de eucromatina menos 

condensada para uma conformação mais compacta que acaba impedindo a ligação dos fatores 

de transcrição aos seus sítios na região promotora56.  

A metilação ocorre pela ação de enzimas conhecidas como DNA-metiltransferases 

(DNMTs). Quatro enzimas pertencentes às DNMTs estão associadas a este processo: DNMT1, 

responsável pela manutenção dos modelos de metilação existentes após a replicação do DNA; 

DNMT3A e DNMT3B, enzimas com função de novo responsáveis por estabelecer o perfil de 

metilação durante o desenvolvimento do embrião; e DNMT3L, envolvida na gametogênese e 

responsável pelo imprinting genômico materno55, 57.  

 As células normais do organismo possuem um perfil de metilação natural adquirido 

durante o desenvolvimento embrionário e que prevalece durante a vida adulta. Os padrões 

únicos de metilação do DNA no genoma são responsáveis pela definição do estado epigenético 

da célula e pela expressão tecido-específica58. Quando este perfil epigenético é 

reprogramado, podem ocorrer mudanças fundamentais na biologia da célula, resultando no 

aparecimento de doenças, como o câncer59.  As células tumorais apresentam expressiva perda 

de metilação global do material genético e hipermetilação de ilhas CpG em regiões 

promotoras dos genes. Essa desregulação pode ser associada aos estágios iniciais do 

desenvolvimento das neoplasias malignas, onde protoncogenes são ativados, genes 

supressores tumorais são suprimidos e o genoma se torna instável60. Estima-se que existam 

cerca de 600 ilhas CpG metiladas de forma aberrante em tecidos tumorais quando 

comparados a tecidos normais e essa metilação não ocorre de forma randômica61.  
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No câncer, a metilação aberrante ocorre principalmente, mas não exclusivamente, em 

promotores de genes supressores tumorais55. No caso do câncer de cabeça e pescoço, a 

metilação anormal em regiões promotoras pode afetar muitos genes envolvidos nos principais 

mecanismos celulares, como reparo de danos do DNA62, diferenciação e proliferação celular63, 

apoptose64, controle do ciclo celular65, invasão66 e adesão67, 68.  

 

1.5 Estudos envolvendo análise de metilação em margens cirúrgicas 

Tentativas de análise das margens cirúrgicas por imunohistoquímica têm sido propostas. 

Singh e colaboradores69 demonstraram que as proteínas p53 e eIF4E encontram-se 

superexpressas em 54,2% e 87,5% dos casos de câncer de cabeça e pescoço, respectivamente 

e, além disso, a presença de níveis elevados destas proteínas em margens cirúrgicas com 

histologia negativa (livres de tumor) foi capaz de prever a recidiva em pacientes com tumores 

de cabeça e pescoço. Outro estudo70 demonstrou que a expressão de MMP-9 em margens 

cirúrgicas negativas de pacientes com CCECO pode predizer o desenvolvimento de recidiva 

tumoral. Estes resultados demonstram que os ensaios de imunohistoquímica podem indicar a 

presença de alterações moleculares nas margens cirúrgicas com histologia negativa. 

Entretanto, ensaios mais sensíveis para análise destas margens poderiam beneficiar estes 

pacientes.  

O perfil de metilação dos genes p16, MGMT e DAPK já foi avaliado por diversos estudos 

e estes genes estavam frequentemente hipermetilados em amostras de câncer de cabeça e 

pescoço e de margem cirúrgica71-73.  Tan e colaboradores74 avaliaram o perfil de metilação dos 

genes p16, CCNA1 e DCC em 42 pacientes com câncer de cabeça e pescoço e a presença de 

hipermetilação nas margens molecularmente positivas teve correlação com recidiva local 

nestes pacientes. Outro trabalho envolvendo 82 pacientes com CCECP avaliou o perfil de 

hipermetilação do gene PAX5 e encontrou que os pacientes com margens molecularmente 

positivas mostraram significativamente pior sobrevida livre de doença (p=0,044) quando 

comparados com pacientes com margens molecularmente negativas75. Um estudo conduzido 

por Shaw e colaboradores76 encontrou margens cirúrgicas positivas para metilação em pelo 

menos um dos 4 genes estudados (p16, Cytoglobin, E-cadherin e TMEFF2) em 87% dos casos 

avaliados. Roh e colaboradores77 avaliaram 17 tumores pareados com suas respectivas 

margens e encontraram hipermetilação de pelo menos um dos genes estudados (p16, DCC, 

KIF1A e EDNRB) em 12 tumores e 8 margens. Durante o follow-up, recidivas locais ou regionais 
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ocorreram em 6 casos, dos quais 5 tiveram margens hipermetiladas detectadas nas análises 

moleculares. A combinação dos genes EDNRB e HOXA9 hipermetilados em margens foi 

descrito como importante preditor de sobrevida livre de recidiva loco-regional. Além disso, a 

metilação de ambos EDNRB e HOXA9 indicou uma tendência na redução da sobrevida livre de 

recidiva e sobrevida global43. Por fim, a presença de hipermetilação do gene DAPK detectada 

em margens cirúrgicas foi associada com a diminuição da sobrevida global em pacientes com 

CCECO78, enquanto a hipermetilação de PAX1 e ZNF582 em margens foi associada a uma 

progressão agressiva e pior prognóstico em CCECO79.  

Estes resultados demonstram que a metilação do DNA em margens cirúrgicas 

histologicamente negativas é um evento frequente e deve ser melhor compreendido.   
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2 JUSTIFICATIVA 

 
A metilação do DNA tem demonstrado elevado potencial como biomarcador para 

preconizar diagnóstico, auxiliar na classificação dos tumores e facilitar prognóstico e 

desenvolvimento de novas terapias, uma vez que é considerada um evento precoce no 

desenvolvimento das neoplasias.  

São poucos os estudos envolvendo metilação de margens cirúrgicas em CCECO e a 

análise realizada nestes estudos limita-se às regiões promotoras de alguns genes 

reconhecidamente relacionados à carcinogênese. Sendo assim, uma análise extensiva do 

perfil de metilação destas amostras, abrangendo não somente as regiões promotoras, mas 

todas as regiões gênicas, pode não só contribuir para aumentar o conhecimento dos tumores 

de cavidade oral, mas também trazer implicações práticas e benefícios no que diz respeito à 

assistência clínica destes pacientes, uma vez que até o presente momento não existem 

marcadores de prognóstico molecular do câncer de cavidade oral que sejam utilizados 

clinicamente. 

Assim, é importante a identificação de marcadores capazes de indicar um risco para o 

desenvolvimento de recidivas, uma vez que estas são responsáveis por grande parcela das 

falhas no tratamento do câncer de cavidade oral. 

 

3 HIPÓTESE 

 
As margens cirúrgicas histologicamente negativas de pacientes com CCECO apresentam 

padrões de metilação específicos do DNA que podem ser utilizados para predizer o 

desenvolvimento de recidiva local do tumor. 
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4 OBJETIVOS  

 

4.1 Objetivo geral 

O estudo proposto visa avaliar o padrão de metilação do DNA em margens cirúrgicas 

histologicamente negativas de pacientes com carcinoma de células escamosas da cavidade 

oral (CCECO) como fator preditivo para recidiva tumoral. 

  

4.2 Objetivos específicos 

 Determinar o perfil de metilação de amostras de margens cirúrgicas com histologia 

negativa para células tumorais provenientes de pacientes com CCECO, utilizando uma 

análise de metilação global; 

 Estabelecer a associação entre o perfil de metilação encontrado e a recidiva local dos 

tumores. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 Pacientes 

Este é um estudo observacional transversal com coleta retrospectiva de amostras e 

dados. A casuística foi selecionada por conveniência. Os pacientes foram submetidos a 

tratamento cirúrgico na Fundação Pio XII – Hospital de Câncer de Barretos (HCB) entre os anos 

2007 e 2015. Foram levantados dados epidemiológicos (sexo, idade, status do tabagismo, 

status do etilismo), clínicos (sub-localização anatômica, estadiamento TNM, tratamentos 

realizados) e de anatomia-patológica (pT, pN, infiltração perineural, infiltração angiolinfática, 

profundidade de invasão tumoral, status das margens cirúrgicas, grau de diferenciação 

tumoral, extensão extracapsular linfonodal).  

Inicialmente, foi realizado um levantamento de todas as amostras criopreservadas de 

margens cirúrgicas de pacientes com CCECO que estão disponíveis no Biobanco do HCB. Essa 

busca foi realizada por meio do acesso ao sistema SISONCO, onde são disponibilizadas 

informações básicas em relação à quantidade, topografia, morfologia e tipos de amostras 

disponíveis.  

Os seguintes critérios de elegibilidade para inclusão de casos no estudo foram adotados: 

 Lesão situada na cavidade oral, de acordo com a classificação CID-O descrita na 

publicação da União Internacional Contra o Câncer (UICC): 

o C02.0, 1, 2 (língua oral) 

o C03.0, 1 (gengiva) 

o C04.0 (assoalho de boca) 

 Casos ressecáveis submetidos a tratamento cirúrgico; 

 Tratamento realizado no período de 2007 a 2015; 

 Diagnóstico histológico de carcinoma de células escamosas; 

 Ausência de história pregressa de câncer de cabeça e pescoço; 

 Ausência de tratamento prévio; 

 Margens cirúrgicas histologicamente negativas; 

 Dados clinicopatológicos disponíveis. 

 

Foram excluídos os casos com as seguintes características:  
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 Casos com tumores sincrônicos;  

 Casos com margens comprometidas por displasia moderada e/ou severa; 

 Pacientes do grupo sem recidiva local com tempo de seguimento inferior a 2 anos (perda 

de seguimento); 

 Pacientes do grupo sem recidiva local que realizaram tratamento adjuvante; 

 Amostras de DNA de margens histologicamente normais com quantificação e qualidade 

insuficientes para análise molecular; 

 Amostras de DNA de margens histologicamente normais reservadas para outros 

projetos de pesquisa. 

 

Após busca no sistema, 131 casos com amostras disponíveis no Biobanco se encaixavam 

nos critérios de inclusão, os quais foram verificados para presença ou ausência de recidiva 

local. Na análise em prontuários foi constatado que 21 pacientes desenvolveram recidiva 

local, enquanto 110 não apresentaram recidiva. Para o grupo de pacientes com recidiva a 

seleção final de casos se deu de acordo com a disponibilidade e quantificação das amostras, 

onde 5 foram excluídas por estes motivos. Já para o grupo de pacientes sem recidiva, a 

casuística foi fechada após exclusão de 94 pacientes que realizaram tratamento adjuvante, 

objetivando com isso garantir que a não ocorrência da recidiva não tenha relação com o 

tratamento dado após a cirurgia. Sendo assim, 32 pacientes foram incluídos no estudo, sendo 

16 que desenvolveram recidiva local e 16 que não desenvolveram recidiva local.  

 

5.2 Análise histopatológica e obtenção do material para análise molecular  

Após a ressecção de um CCECO, rotineiramente a peça cirúrgica é encaminhada para 

análise anatomopatológica das margens com confecção dos blocos de parafina e lâminas de 

H&E. Adicionalmente, um fragmento de margem é enviado para armazenamento no Banco 

de Tumores (Biobanco). Considerando a disponibilidade do material armazenado, uma 

margem de mucosa criopreservada de cada paciente foi utilizada.  

O material analisado neste estudo consistiu de amostras congeladas de tecido de 

margens cirúrgicas de mucosa histologicamente negativas de pacientes com CCECO. Antes de 

serem incluídas no estudo, todas as amostras foram reanalisadas por um patologista para 
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confirmação da ausência de células tumorais no material congelado. Para isso, uma nova 

lâmina de H&E foi confeccionada. 

 

5.3 Extração de DNA  

A extração do material criopreservado foi realizada pelo Biobanco do HCB utilizando-

se o QIAsymphony DNA Mini Kit no equipamento QIAsymphony SP (Qiagen, Hilden, 

Alemanha). O protocolo de extração de DNA de tecidos por este método iniciou-se com a 

transferência da amostra de tecido para um tubo de 2 mL. Em seguida, foram adicionados 220 

µL de tampão ATL e 20 µL de Proteinase K e o material foi incubado a 56 °C e 900 rotações por 

minuto (rpm) em agitador térmico para lise celular. Após lise completa do material, 

adicionaram-se 4 µL de RNase A (100 mg/mL) para obtenção do DNA genômico livre de RNA. 

As amostras foram incubadas por 2 minutos à temperatura ambiente (15-25 °C), 

homogeneizadas, e 220 µL do sobrenadante foram transferidos para os tubos de amostra 

compatíveis com o equipamento QIAsymphony SP. 

 A tecnologia QIAsymphony realiza a purificação automatizada de materiais biológicos 

através do manuseio de partículas magnéticas e possui quatro etapas: lisar, vincular, lavar e 

eluir. Durante o processo, uma haste magnética entra no tubo contendo a amostra, um 

tampão de ligação e partículas magnéticas. O DNA se liga a estas partículas e é atraído pela 

haste, que carrega o material para outro tubo e o libera. Por fim, as amostras de DNA foram 

eluídas em 50 μL e armazenadas a -20 °C até sua utilização. 

A quantificação, qualidade e pureza do DNA das amostras foram determinadas por 

densidade óptica em um espectrofotômetro com comprimentos de onda de 230/260/280 

nanômetros (nm) (NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham, EUA)) e estão 

disponibilizadas na tabela suplementar 2 (Anexo B). 

 

5.4 Tratamento do DNA com bissulfito de sódio 

O método de conversão por bissulfito de sódio é o mais utilizado atualmente para 

detectar e quantificar com eficiência e acurácia a metilação do DNA. O tratamento consiste 

na conversão de citosinas não metiladas em uracilas por meio de desaminação, enquanto a 

5mC (5-metil-citosina) não é convertida devido à sua baixa reatividade (Figura 3). Por ser um 

análogo da timina, a uracila é reconhecida pela DNA polimerase como timina e após uma 
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reação de amplificação, essa uracila é convertida em timina no produto, enquanto a 5mC 

permanece inalterada durante o processo.  

 
 
Fonte: Adaptado de Epigentek80.  
Figura 3 - Representação da reação de conversão do DNA por bissulfito de sódio e posterior amplificação do 
material tratado por reação em cadeia da polimerase (PCR).  

 

Para as análises de metilação do estudo, 600 ng do DNA proveniente das margens 

cirúrgicas criopreservadas foram submetidos ao tratamento com bissulfito de sódio 

utilizando-se o EZ DNA MethylationTM Kit (Zymo Research, Irvine, EUA). Em tubos eppendorf 

de 0,2 mL foram adicionados 5 µL de tampão M-Dilution às amostras de DNA e o volume final 

foi ajustado para 50 µL com água ultrapura para concentração final adequada de material a 

ser tratado. As amostras foram homogeneizadas e incubadas a 37 °C por 15 minutos. Após 

incubação, 100 μL do CT Conversion Reagent foram adicionados a cada amostra. A reação de 

conversão seguinte foi realizada em termociclador Veriti (Applied Biosystems, Foster City, 

EUA) com 16 ciclos de 95 °C por 30 segundos e 50 °C por 60 minutos. As amostras foram 

mantidas a 4 °C até a próxima etapa. 

Com o processo de conversão finalizado, os tubos foram retirados e a solução 

transferida para a coluna Zymo-Spin™ IC previamente preparada com 400 μL de tampão M-

Binding. Os tubos foram invertidos diversas vezes para homogeneização do conteúdo e 

centrifugados a 15.000 rpm por 1 minuto. Em seguida, uma sucessão de lavagens foi realizada, 

primeiramente com 100 µL de tampão M-Wash, depois com 200 µL de tampão M-

Desulphonation (com repouso de 15-20 minutos à temperatura ambiente) e mais duas 

lavagens com 200 µL de tampão M-Wash, centrifugando cada adição a 15.000 rpm por 1 

minuto.  

Finalmente, as colunas foram transferidas para novos tubos de 1,5 mL, foram 

adicionados 14,4 µL de tampão M-Elution diretamente sobre a coluna e os tubos 
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centrifugados a 15.000 rpm por 2 minutos para eluição do DNA. Uma vez convertido, o perfil 

de metilação deste DNA pôde ser determinado.  

Após a conversão por bissulfito, uma reação em cadeia da polimerase (PCR) foi 

executada a fim de verificar a eficiência da reação, ao amplificar a sequência repetitiva LINE-

1 (Long Interspersed Nuclear Element 1) do DNA convertido. Uma vez que os primers são 

desenhados para anelar na sequência já convertida do material genético, é possível afirmar 

que a conversão ocorreu de forme efetiva a partir da confirmação da amplificação do gene. 

Foram utilizados os seguintes primers forward 5’- TAGGGAGTGTTAGATAGTGG-3’ e reverse 5’- 

AACTCCCTAACCCCTTAC-3', que amplificam uma região de 120 pares de bases. 

A reação foi composta pelos componentes descritos na tabela 2 e a ciclagem realizada 

com uma desnaturação inicial a 95 °C por 15 minutos, seguida de 50 ciclos de 95 °C por 40 

segundos, 56 °C por 40 segundos e 72 °C por 40 segundos, e uma etapa de extensão final a 72 

°C por 10 min. As amostras foram mantidas a 18 °C ao final da reação. 

 

Tabela 2 - Composição da PCR para o LINE-1 para cada 
amostra de estudo.  

Componente Volume 

Água RNase-free 39,75 µL 

10x PCR Buffer 5 µL 

10 mM dNTP mix 1 µL 

50 mM MgCl2 1,5 µL 

10 µM Primer forward 1 µL 

10 µM Primer reverse 1 µL 

Taq Platinum 0,25 µL 

DNA molde 0,5 µL 

Total 50 µL 

PCR: Reação em Cadeia da Polimerase; mM: milimolar; µM: 
micromolar. 

 

A sequência repetitiva LINE-1 é considerada boa indicadora dos níveis de metilação 

global do genoma, uma vez que cerca de um terço da metilação do DNA ocorre em elementos 

repetitivos81. Além disso, a hipometilação global do DNA é frequentemente observada 

durante os estágios iniciais do desenvolvimento e progressão de tumores82.  

Por fim, 7 µL do produto da reação de PCR foram utilizados para confirmar a qualidade 

da mesma em gel de agarose 2%. Para evitar degradação, posteriormente ao uso os tubos 

contendo DNA convertido foram armazenados à -80 °C. 
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5.5 Array de metilação do DNA 

As amostras foram estratificadas com base no status de recidiva local, sendo 16 

provenientes de pacientes que desenvolveram recidiva local e 16 de pacientes que não 

desenvolveram recidiva local. Estas amostras de DNA tratadas com bissulfito, provenientes 

das margens cirúrgicas criopreservadas de pacientes com CCECO, foram submetidas à análise 

global de metilação utilizando-se a plataforma 850K da Illumina – Infinium MethylationEPIC 

BeadChip (Illumina, San Diego, EUA), sendo esta etapa executada em colaboração com o INCA, 

sob supervisão do Dr. Luis Felipe Ribeiro Pinto e da Dra. Sheila Coelho Soares Lima. 

A plataforma 850k analisa 866.091 posições de citosinas no genoma humano, sendo 

99,7% dinucleotídeos CpG e 0,3% alvos CNG. Os sítios CpG cobrem 99% dos genes bem 

caracterizados no banco de dados de sequências de referência NCBI (RefSeq) ou sítios que 

provavelmente regulam a expressão gênica83.  

O array de metilação é um ensaio baseado na conversão do DNA genômico por bissulfito 

de sódio e foi realizado segundo protocolo Infinium HD Methylation Assay84. Brevemente, o 

ensaio consistiu de uma etapa de desnaturação e neutralização para preparar as amostras de 

DNA convertidas para amplificação total do genoma. O processo de amplificação do DNA foi 

feito isotermicamente por 20-24h. Em seguida, o produto amplificado foi fragmentado por 

um processo enzimático controlado e precipitado com isopropanol.  

O DNA foi então ressuspendido em tampão de hibridização e 8 amostras foram 

dispensadas em cada BeadChip, totalizando 4 chips, e incubadas em forno de hibridização a 

48 °C por 16 horas, a fim de permitir a ligação do DNA fragmentado com as sondas 

oligonucleotídicas presentes nos chips. O DNA não hibridizado foi então lavado e os BeadChips 

preparados para coloração e extensão de base única em câmaras de fluxo capilar. A extensão 

de base única dos oligos nos BeadChips foi feita utilizando o DNA capturado como modelo e 

incorporando labels detectáveis para determinação do nível de metilação dos sítios CpG 

avaliados (Figura 4). 
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Fonte: Adaptado de Wikipedia85. 
Figura 4 - Fluxograma de funcionamento do ensaio Illumina Infinium MethylationEPIC BeadChip.  

 

Uma ou duas sondas são usadas para analisar um locus CpG. A extremidade 3' das 

sondas é posicionada imediatamente após o nucleotídeo C do sítio CpG (Infinium I) ou 

diretamente nele (Infinium II). A extensão de bases única alelo-específica das sondas incorpora 

um nucleotídeo de biotina (C ou G) ou um nucleotídeo marcado com dinitrofenilo (A ou T). Os 

dois tipos de sondas utilizados neste passo estão representados na figura 5.  
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Fonte: Illumina86. 
Figura 5 - Sondas Infinium I e Infinium II utilizadas no ensaio Illumina Infinium MethylationEPIC Beadchip. 

 

 Ao final da reação, a intensidade do sinal foi medida pelo sistema Illumina iScan, que 

utiliza um laser para excitar o fluoróforo do produto de extensão de base única, gerando 

arquivos de dados de intensidade (Intensity Data files – .idat). Estes arquivos contém os 

valores brutos de intensidade do sinal para cada sonda e foram posteriormente utilizados para 

calcular os níveis de metilação para cada sítio CpG.  

 A metilação do DNA é representada em termos de valores beta (β), que representam o 

grau de metilação para cada sítio CpG e são definidos como a razão das intensidades de 

fluorescência das sondas metiladas em relação ao total de sondas (metiladas + não metiladas). 

Estes valores variam entre 0 (não metilado) e 1 (totalmente metilado) e representam a 

porcentagem de células metiladas em cada CpG87. 

 O sistema fornece uma ampla cobertura ao longo das regiões gênicas (Figura 6), 

permitindo uma visão abrangente do padrão de metilação destas regiões (corpo do gene, 

regiões 5’ e 3’ não traduzidas – 5’ UTR e 3’ UTR, região intergênica, região promotora), assim 

como das ilhas CpG, shores [regiões de baixa densidade em CpG localizadas a cerca de 2 

kilobases (kb) das ilhas CpG] e shelves (regiões que flanqueiam as shores) 88. 
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Fonte: Adaptado de Methhc89. 
Figura 6 - Distribuição das sondas do ensaio Illumina Infinium MethylationEPIC Beadchip em todas as regiões 
gênicas e regiões referentes às ilhas CpG. 

 

5.6 Análise de bioinformática do array de metilação  

A análise por bioinformática foi conduzida em colaboração com a Agência Internacional 

para Pesquisa em Câncer (International Agency for Research on Cancer - IARC) sob a 

supervisão do Dr. Zdenko Herceg e do Dr. Fazlur Talukdar. Os dados do metiloma foram 

analisados utilizando-se o pipeline de análise desenvolvido no grupo Epigenetics (EGE-IARC) 

com pacotes Bioconductor na ferramenta de programação R. 

 

5.6.1 Pré-processamento dos dados 

O fluxo de trabalho na figura 7 demonstra as etapas de análise dos dados do metiloma. 

  

 

Figura 7 - Fluxo de trabalho para análise dos dados de metiloma provenientes do ensaio Illumina Infinium 
MethylationEPIC BeadChip. PCA: análise de componentes principais; SVA: surrogate variable analysis; PDMs: 
posições diferencialmente metiladas; RDMs: regiões diferencialmente metiladas. 
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 O primeiro passo foi calcular os valores de beta e avaliar a qualidade do array de 

metilação. Em seguida, sondas que poderiam confundir a interpretação dos resultados, como 

sondas que anelam em mais de um local no genoma, sondas em sobreposição com 

polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) e sondas localizadas nos cromossomos X e Y foram 

filtradas. Os dados foram normalizados pelo método Funnorm, levando-se em consideração 

os dois diferentes tipos de sonda, o ruído de fundo e a intensidade destas sondas90. Esta 

análise inicial foi realizada usando o pacote minfi91. 

 Uma análise de componentes principais (Principal Component Analysis - PCA) foi 

realizada para verificar a influência de algumas variáveis clínicas e experimentais nos 

resultados e verificar a presença de efeitos de lote (batch effect - variação não causada por 

diferenças biológicas, mas por parâmetros externos). Uma análise de variável substituta 

(Surrogate Variable Analysis - SVA) foi aplicada para avaliar e corrigir esse efeito e outras 

fontes desconhecidas de variação. 

 Os valores de beta foram transformados logariticamente em valores M. Estes valores de 

metilação transformados apresentam maior confiabilidade, com dados mais homogêneos e 

menos dispersos que os valores de metilação brutos92. Por fim, a análise diferencial foi 

realizada. Pacientes com e sem recidiva local do tumor foram comparados para encontrar 

posições diferencialmente metiladas (PDMs), definidas como CpGs individuais com valores de 

p estatisticamente significativos; e regiões diferencialmente metiladas (RDMs), definidas 

como mais de duas sondas localizadas dentro de uma janela de 1.000 pares de bases que 

seguem a mesma direção de metilação93, ou seja, todos os CGs hipermetilados ou todos 

hipometilados em relação ao grupo de comparação. A análise de RDMs permite a identificação 

de diferenças regionais entre os grupos estudados, melhorando a robustez dos achados e o 

valor replicativo quando comparado com as diferenças de sítios CpG individuais90. O pacote 

limma94 foi usado para estimar as associações sítio-específicas e os pacotes DMRcate95 e 

coMET96 foram usados para estimar e ilustrar as associações baseadas em regiões. As sondas 

foram anotadas de acordo com o genoma hg19. 

 Devido às variações técnicas aleatórias, diferenças mínimas de metilação podem não 

refletir uma diferença biológica real entre os grupos. Considerando essa questão, foi aplicado 

um limiar absoluto de diferença de metilação (Δβ) de 10% entre os grupos estudados. Essa 

porcentagem foi selecionada com base em estudos prévios93, 97. 

 Para as análises de PDMs, uma taxa de falsa descoberta (false discovery rate - FDR) 
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inferior a 10% foi considerada, enquanto para as análises de RDMs foi utilizada uma FDR de 

5%. Para ambas as análises, adotou-se o método robusto e o nível de significância de 0,05. 

 Uma análise de enriquecimento de vias com os genes relacionados às PDMs foi realizada 

utilizando a ferramenta online Enrichr98, que associa genes em bases de dados de vias, como 

a Enciclopédia de Genes e Genomas de Quioto (KEGG - Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes)99. A quantidade de genes se demonstrou insuficiente (apenas 23) para realização 

de uma análise de enriquecimento de vias com as RDMs, que resultou em apenas 1 ou 2 genes 

por via de sinalização. 

 

5.6.2 Identificação de padrão de metilação do DNA específica para recidiva 

Para seleção de potenciais biomarcadores de recidiva, foram consideradas as RDMs com 

maiores diferenças de metilação (Δβ) e com pelo menos três CpGs na região e se este gene 

apresentava prévia descrição como relacionado à carcinogênese na literatura. 

 Além disso, associações entre o perfil de metilação e características clínicas (estágio do 

tumor) e prognóstico (sobrevida livre de doença) foram examinadas. 

 

5.7 Análise dos resultados 

Os resultados moleculares encontrados foram correlacionados com os dados clínicos e 

patológicos dos pacientes, principalmente em relação ao desenvolvimento de recidivas locais. 

Foi utilizada a ferramenta de programação R para análise dos dados. 

A significância das diferenças em cada conjunto de dados entre dois grupos foi avaliada 

usando o teste t de Student. Os testes estatísticos de qui-quadrado e exato de Fisher foram 

utilizados para verificar a associação entre as variáveis anatomopatológicas dos pacientes e 

os resultados moleculares.  

A significância estatística foi determinada para um valor de p ≤ 0,05. 
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6 RESULTADOS  

 

6.1 Seleção das amostras 

Para a seleção dos casos para o array de metilação, 32 pacientes com amostras 

armazenadas no Biobanco cumpriam os critérios de inclusão/exclusão. Suas amostras de 

margens cirúrgicas foram, portanto, submetidas ao array de metilação. A figura 8 mostra as 

etapas do estudo e o local de realização de cada uma delas.  

 

 

Figura 8 - Fluxograma da execução do projeto, indicando as amostras analisadas e o local de realização dos 

experimentos. BR, Brasil. FR, França. 

 

6.1.1 Dados clinico-patológicos dos pacientes incluídos no estudo 

As características clinico-patológicas dos 32 pacientes incluídos no estudo estão 

indicadas na tabela 3 e tabela suplementar 1 (Anexo A), comparando os grupos com base em 

seu status de recidiva. A idade média dos pacientes foi de aproximadamente 62 anos. A 

maioria dos pacientes era do sexo masculino (22/32 - 68,8%), tabagista (19/32 - 59,4%) e 

etilista (14/32 - 43,8%) ativos.  
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Tabela 3 - Características clinico-patológicas dos pacientes incluídos no estudo, 
comparando os grupos com base em seu status de recidiva local. 

Variável Categoria 
Recidiva 

p 
Não N (%) Sim N (%) 

Gênero Homem 11 (68,8) 11 (68,8) ns 

 Mulher 5 (31,3) 5 (31,3)  

     

Consumo de Tabaco Nunca 5 (31,3) 2 (12,5)  

 Ex 3 (18,8) 
8 (50,0) 

3 (18,8) 
11 (68,8) 

ns 

 Atual  

     

Consumo de Álcool Nunca 5 (31,3) 5 (31,3)  

 Ex 3 (18,8) 5 (31,3) ns 

 Atual 8 (50,0) 6 (37,5)  

     

Sítio Anatômico Assoalho 3 (18,8) 8 (50,0)  

 Língua 13 (81,3) 5 (31,3) < 0,01 

 Gengiva 0 (0,0) 3 (18,8)  

     

Estágio do Tumor I/II 15 (93,8) 4 (25,0) < 0,001 

 III/IV 1 (6,3) 12 (75,0)  
Porcentagem calculada usando o número total de casos no grupo de referência.  
ns: não significativo. 

  

6.2 Confirmação da eficiência do tratamento com bissulfito de sódio 

  Para verificar a eficiência da conversão por bissulfito e a qualidade das amostras de DNA, 

uma PCR para amplificação da sequência repetitiva LINE-1 foi realizada. As 32 amostras 

criopreservadas amplificaram de modo satisfatório (Figura 9) e foram incluídas no array. 

 

 

Figura 9 - Verificação da eficiência e qualidade das amostras de DNA após conversão por bissulfito de sódio 
através da confirmação do tamanho do fragmento (120 pares de bases) amplificado na reação de PCR para LINE-
1, em gel de agarose 2%. Br, Branco. 
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6.3 Array de metilação  

 

6.3.1 Análise de qualidade do ensaio 

 Um valor de p de detecção para cada citosina analisada em cada amostra foi calculado, 

onde se comparou o sinal total (metilado + não metilado) de cada sonda com o nível do sinal 

do background, que é estimado a partir das sondas de controle negativo do ensaio. Valores 

de p de detecção maiores que 0,01 normalmente indicam um sinal de qualidade ruim100. Ao 

analisar a média dos valores de p de detecção para cada amostra foi possível observar uma 

boa qualidade dos dados do ensaio, sendo que todas as amostras exibiram pequenos valores 

de p de detecção (p < 0,001), o que indica um sinal confiável100 (Figura 10A e B). Na figura 10C 

é possível observar a disposição das amostras em cada um dos BeadChips utilizados no ensaio 

e que menos de 1% de sondas em cada amostra falharam durante o experimento. Por fim, a 

distribuição dos valores de metilação (beta) para cada amostra em cada grupo de estudo foi 

avaliada antes e após a normalização dos dados (Figura 10D). Sabendo que estes valores 

devem ser bimodais, com um pico próximo a 0 e outro próximo a 191, podemos observar que 

todas as amostras apresentam este perfil.  
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Figura 10 - Controle de qualidade das amostras incluídas no array de metilação. A, Acima da linha de referência 
as amostras são consideradas de boa qualidade, enquanto abaixo desta linha as amostras são consideradas de 
qualidade ruim e devem ser excluídas das análises subsequentes. B, Valores de p de detecção para cada amostra 
incluída no array. C, Disposição das amostras nos 4 BeadChips utilizados no ensaio e a porcentagem de sondas 
que falharam em cada amostra. D, Gráficos de densidade mostrando a distribuição dos valores de beta antes e 
depois da normalização dos dados. 

 

Considerando estes parâmetros, todas as amostras foram incluídas nas análises 

subsequentes. 

 

6.3.2 Pré-processamento e normalização dos dados do array 850k da Illumina 

 Seguindo o pipeline bem estabelecido de análise do metiloma desenvolvido pelo EGE-

IARC, 43.191 sondas que anelam em mais de um local no genoma, 98.974 sondas sobrepondo 

SNPs, 17.240 sondas nos cromossomos X e Y e 15 sondas com valores ausentes em mais de 

5% das amostras foram excluídas, restando 706.671 sondas para análise posterior. 

 A análise de componentes principais (PCA) foi usada para identificação de um número 

menor de variáveis não correlacionadas de um conjunto maior de dados. A partir desta análise 
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observou-se que, dentre todas as variáveis clínicas e experimentais analisadas, o status de 

recidiva foi o que melhor explicou a variação encontrada no metiloma, como mostrado no PC1 

(Tabela 4) com o menor p-valor de 0,03. 

 
Tabela 4 - Significância encontrada na análise de 
componentes principais dos parâmetros clínicos e 
experimentais avaliados. 

Variável p-valor 

Posição no chip 0,57 
Idade 0,99 
Gênero 0,51 
Estadiamento clínico 0,09 
Estadiamento agrupado 0,25 
Sítio anatômico 0,34 
Status de recidiva 0,03 
Consumo de tabaco 0,56 
Consumo de álcool 0,21 

 

 A análise não supervisionada das 10.000 sondas mais variáveis (maiores desvios padrão) 

revelou um agrupamento parcial das amostras de acordo com o status de recidiva dos 

pacientes, como mostrado na figura 11. 

 

 

Figura 11 - Análise não supervisionada das 32 amostras de margem cirúrgica histologicamente negativas, 
mostrando as relações de similaridade entre elas quando foram investigadas as 10.000 sondas mais variáveis do 
array. 

 

6.3.3 Análise diferencial entre grupos com e sem recidiva 

 A análise diferencial de metilação foi realizada pela modelagem de valores β em três 
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modelos diferentes: 1) modelo bruto não ajustado para qualquer covariável, considerando 

apenas o status de recidiva (modelo 1); 2) modelo ajustado por idade e sexo (modelo 2); e 3) 

modelo ajustado para consumo de álcool (modelo 3). As covariáveis a ajustar foram escolhidas 

após a correção por SVA, por ainda apresentarem valores de p próximos à significância 

estatística e, portanto, demonstrarem uma possível influência nos resultados do ensaio. 

 Os gráficos de quantil-quantil (QQ-plots) foram gerados para cada um desses modelos 

e mostram que os conjuntos de dados eram provenientes de populações com uma mesma 

distribuição (Figura 12). Para os modelos, curvas semelhantes e fatores de inflação do controle 

genômico (valores de lambda – 0,86, 0,94 e 0,92, respectivos aos modelos 1, 2 e 3) foram 

observados. Os correspondentes p-valores dessas análises são indicados nos gráficos 

Manhattan da figura 12. Nenhum dos CpGs nos 3 modelos alcançou significância ampla do 

epigenoma (p <3.6 × 10−8)101. 

 

 
Figura 12 - QQ-Plot e Manhattan Plot dos diferentes modelos testados na análise. Valores de p observados (pontos pretos) plotados 
contra os valores de p esperados sob nenhuma associação (linha vermelha). Gráficos Manhattan demonstram as associações de recidiva 
versus não recidiva em todo o genoma dos pacientes. As linhas horizontais representam os limiares para associações sugestiva (azul; p 
< 1x10-5) e significativa (vermelho; p < 3,6x10-8). 

  

 A análise diferencial de metilação foi realizada comparando a média de metilação das 

sondas entre os grupos recorrente e não recorrente. Os resultados mostraram zero PDMs sem 
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aplicar qualquer limiar diferencial de metilação, e 293 RDMs no modelo 1. Da mesma forma, 

quatro PDMs e 723 RDMs foram encontrados na análise com o modelo 2, e 17 PDMs e 638 

RDMs foram encontrados no modelo 3. Considerando o limiar absoluto de diferença de 

metilação (Δβ) de 10% entre os grupos, o número de PDMs significativos aumentou enquanto 

o número de RDMs diminuiu (Tabela 5). 

  
Tabela 5 - Comparação do número de PDMs e RDMs para cada modelo testado na análise utilizando uma taxa 
de falsa descoberta (FDR) de 10% para PDMs e 5% para RDMs.  

Modelo 1 - Status de recidiva; Modelo 2 - Status de recidiva + Idade + Gênero; Modelo 3 - Status de recidiva + 
Consumo de álcool.  
Δβ: limiar absoluto de diferença de metilação; No.: número; PMDs: posições diferencialmente metiladas; RMDs: 
regiões diferencialmente metiladas. 

  

Em seguida, a sobreposição entre as PDMs e as RDMs identificadas nos diferentes 

modelos foi avaliada. Mais de 80% das PDMs e mais de 70% das RDMs foram encontradas 

comuns entre os três modelos, demonstrando a robustez dos achados (Figura 13). 

 

 

Figura 13 - Comparação dos modelos testados. A, Diagrama de Venn comparando as posições diferencialmente 
metiladas detectadas usando um corte de 10% de Δβ nos 3 modelos. B, Diagrama de Venn comparando as regiões 
diferencialmente metiladas detectadas com 10% Δβ nos 3 modelos. Comparações realizadas usando o pacote 
VennDiagram102. 

 

6.3.4 Seleção do modelo 

Atribuído à similaridade dos modelos, com relação aos valores de lambda e à metilação 

Δβ  
threshold 

No.  
sondas 

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 

PDMs RDMs PDMs RDMs PDMs RDMs 

0% 706.671 0 293 4 723 17  638 
10% 415 311 23 314 21 321 24 
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diferencial, o modelo 1 foi escolhido para análise posterior. O heatmap gerado com as 311 PDMs 

deste modelo demonstrou uma melhor separação dos grupos estudados como diferentes 

clusters (Figura 14). 

 

 

Figura 14 - Heatmap mostrando os 311 PDMs associados à recidiva local (FDR < 0,1, Δβ > 10%). Os sítios CpG são 
mostrados nas linhas horizontais e as amostras nas colunas verticais. Altos níveis de metilação são mostrados 
em vermelho e baixos níveis de metilação em azul, de acordo com a barra de escala à esquerda da figura. 

 

A maioria das PDMs estava hipermetilada no grupo de paciente com recidiva em 

comparação com o grupo de pacientes sem recidiva (Figura 15A). Relacionadas às regiões 

gênicas, as sondas estavam localizadas principalmente em introns e regiões promotoras 

(Figura 15B). Um enriquecimento de PDMs em ilhas CpG, comparativamente ao total de 

sondas presentes no array, foi observado (Figura 15C). 
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Figura 15 - Distribuição das sondas diferencialmente metiladas. A, gráfico mostrando o perfil genético de metilação 
do genoma de pacientes que desenvolveram recidiva local, por cromossomo. Pontos rosa representam sondas 
hipermetiladas enquanto pontos verdes representam sondas hipometiladas no grupo recidiva em comparação com o 
grupo não-recidiva. B, contexto CpG das PDMs identificadas relacionadas às regiões gênicas. C, contexto CpG das 
PDMs identificadas relacionados à ilha CpG, comparando com todo o ensaio Illumina Infinium MethylationEPIC 
BeadChip. 

 

 As 23 RDMs encontradas na análise DMRcate, com pelo menos 2 CpGs diferencialmente 

metilados em uma janela de 1.000 pares de bases, são demonstrados na Tabela 6, ordenadas 

pelo valor de p ajustado. A seleção de potenciais RDMs relacionadas à recidiva local foi 

realizada com base em alguns critérios, como A) maiores diferenças de metilação (Δβ) entre 

os grupos, B) mínimo de 3 CpGs na região, e C) descrição anterior relacionada à carcinogênese 

na literatura. Com base nisso, 6 RDMs foram selecionadas, as quais estão associadas aos 

seguintes genes: GALR1, GRHL3, FAM84B, IFFO1, LTBP4 e PIWIL2. Cinco destas seis regiões 

encontraram-se hipermetiladas no grupo de pacientes que desenvolveram recidiva local em 

comparação com os pacientes que não desenvolveram recidiva. 
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Tabela 6 - Regiões diferencialmente metiladas entre os grupos com e sem recidiva tumoral, ordenadas pelo valor 
de p ajustado.  

RDMs 
No. 

CpGs 
Valor p 

ajustado 
Gene Status* Função 

chr18:74961964:74962369 4 4.31E-04 GALR1 Hiper Controle do ciclo celular 

chr1:24648545:24648596 3 8.12E-04 GRHL3 Hiper Estimula migração células endoteliais 

chr8:127568850:127569019 3 4.11E-03 FAM84B Hiper Formação complexos de reparo ao DNA 

chr16:2653250:2653280 2 4.33E-03 LOC652276 Hipo Pseudogene 

chr12:6664872:6665330 3 5.36E-03 IFFO1 Hiper Atividade estrutural celular 

chr10:125651370:125651391 2 5.45E-03 CPXM2 Hiper Interações célula-célula 

chr19:41119371:41119859 3 5.67E-03 LTBP4 Hipo Papel estrutural na matriz extracelular 

chr16:56666323:56666334 2 6.92E-03 MT1M Hiper Ligação a íons de metal 

chr3:12045449:12045459 2 7.72E-03 SYN2 Hipo Regula liberação de neurotransmissores 

chr13:112978683:112978703 2 7.84E-03 NA Hipo - 

chr8:22132926:22132959 3 9.08E-03 PIWIL2 Hiper Reprime elementos transponíveis 

chr16:88947839:88947853 2 9.42E-03 CBFA2T3 Hipo Facilita a repressão transcricional 

chr5:1594715:1594733 2 9.65E-03 SDHAP3 Hiper Pseudogene 

chr16:74734251:74734571 2 1.23E-02 MLKL Hiper Papel na necroptose induzida por TNF 

chr1:156215655:156215846 2 1.89E-02 PAQR6 Hiper Inibição de apoptose por neurosteróides 

chr1:205819406:205819463 2 2.15E-02 PM20D1 Hiper Regula produção de aminoácidos 

chr6:74104870:74104877 2 2.28E-02 DDX43 Hiper Transcrição gênica e regulação  

chr11:18433554:18434015 2 2.39E-02 LDHC Hipo Atividade da desidrogenase L-lactato 

chr12:130822603:130822674 2 2.46E-02 PIWIL1 Hiper Reprime elementos transponíveis 

chr18:67067893:67068457 2 2.47E-02 DOK6 Hiper Possível papel na proliferação celular 

chr22:46685472:46685754 2 2.74E-02 TTC38 Hipo Desconhecida 

chr8:58055876:58056026 2 3.13E-02 NA Hiper - 

chr4:111535528:111535597 2 3.33E-02 NA Hipo - 

Fonte: GeneCards - The Human Gene Database103. 
* Status de metilação relacionado ao grupo recidiva em comparação com o grupo não recidiva. FDR < 0,05. 

 

6.3.5 Análise de enriquecimento de vias 

Para obter insights sobre o efeito biológico dos padrões alterados de metilação do DNA 

na recidiva, foi realizada uma análise de enriquecimento de vias utilizando-se a ferramenta 

KEGG com os 226 genes relacionados às PDMs. Apesar de, no total, 311 PDMs terem sido 

encontradas na análise, nem todas estão localizadas dentro de um gene ou mais de uma PDM 

pode representar um mesmo gene. Na análise comparativa entre pacientes que 

desenvolveram recidiva versus pacientes sem recidiva, as vias mais enriquecidas foram 

associadas a vias metabólicas e vias relacionadas ao câncer (Figura 16).  
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Figura 16 - Vias enriquecidas (p ≤ 0,05) entre os 226 genes únicos relacionados às posições diferencialmente 
metiladas e associados à recidiva local.  

 

6.3.6 Genes relacionados às RDMs selecionadas 

Baseado nos resultados encontrados na análise de bioinformática, foram selecionadas 

6 regiões diferencialmente metiladas entre os grupos estudados, que juntas compreendem 

19 sítios CpG únicos.  

As regiões-alvo selecionadas estão ilustradas na Figura 17. Estão representados os sítios 

CpG diferencialmente metilados entre os grupos para cada região, o nível de metilação de 

cada CG para cada paciente e a comparação da média de metilação entre os mesmos. Com 

exceção do gene LTBP4, os pacientes que desenvolveram recidiva apresentaram regiões 

hipermetiladas quando comparados aos pacientes que não desenvolveram recidiva. 

 A análise de co-metilação foi realizada para visualizar associações regionais do 

epigenoma, expandindo a análise para uma região de 10 kb em torno de cada RDM (Figura 

18). Os 19 sítios CpG diferencialmente metilados nas 6 regiões estavam localizados em ilhas 

CpG, mas não estão necessariamente nas regiões promotoras dos genes. O status de 

metilação dessas sondas para cada região foi significativamente e positivamente 

correlacionado, seguindo a mesma direção de metilação.  

 Devido ao uso do limiar absoluto de metilação (Δβ) de 10% de diferença entre os grupos, 

19 sítios CpG únicos nestas 6 RDMs foram encontrados. Porém, como todas as regiões 

encontravam-se em ilhas CpGs, uma análise adicional foi realizada sem considerar este limiar 

e PDMs adicionais entre os pacientes com e sem recidiva foram observadas, porém com 

menores níveis de diferença. Além disso, todos os CpGs adicionais seguiram a mesma direção 

de metilação daqueles 19 selecionados, como mostrado na figura suplementar 1 (Anexo C).  
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Figura 17 - Regiões diferencialmente metiladas estatisticamente significativas (FDR < 0,05) associadas à recidiva 
local, relativas aos genes: A, GALR1; B, GRHL3; C, FAM84B; D, IFFO1; E, LTBP4; F, PIWIL2. Na parte esquerda 
superior o grupo de pacientes que desenvolveram recidiva local e na parte inferior, o de pacientes que não 
desenvolveram recidiva. Os valores médios de metilação em casos de recidiva (vermelho) ou não recidiva (azul) 
são mostrados. 
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Figura 18 - Gráficos de co-metilação mostrando os CpGs com pelo menos 10% de diferença de metilação nas 
RDMs dos genes: A, GALR1; B, GRHL3; C, FAM84B; D, IFFO1; E, LTBP4; F, PIWIL2, visualizados com base em suas 
coordenadas cromossômicas e posição relativa para ilha CpG (barra verde). O gráfico de correlação mostra os 
valores de correlação de Spearman entre os CpGs na região. 
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6.4 Associação da metilação com outras características clínicas e prognósticas 

 Os genes associados às PDMs e RDMs identificados foram posteriormente avaliados 

quanto à sua associação com sobrevida livre de doença e estágio tumoral. Essa análise 

adicional foi realizada, pois é importante avaliar se os genes encontrados na análise de 

recidiva também tiveram um papel na agressividade dos CCECO104. Portanto, duas análises de 

metilação foram realizadas: A) comparando pacientes com estágios iniciais (I/II) e tardios 

(III/IV) – grupos com 19 e 13 pacientes, respectivamente e B) comparando pacientes com 

sobrevida livre de doença maior ou menor que 5 anos – grupos com 13 e 19 pacientes, 

respectivamente.  

 Ao comparar as duas análises adicionais com a análise prévia de recidiva, cerca de 5% 

das PDMs e 1,5% das RDMs foram comparáveis (Figura 19), demonstrando que alguns genes 

também podem estar relacionados a um câncer de cavidade oral mais agressivo. Além disso, 

um gene relacionado a RDM selecionada (GRHL3) foi encontrado associado a estágios 

avançados e pior sobrevida livre de doença em 5 anos do paciente, sugerindo seu uso como 

potencial marcador para prognóstico em pacientes com CCECO. 

 

 
 

Figura 19 - Diagrama de Venn comparando os PDMs (A) e RDMs (B) detectados usando 10% de Δβ nas 3 análises 
de metilação, considerando I) status de recidiva, II) estágio tumoral e III) sobrevida livre de doença em 5 anos. 
Comparações realizadas usando o pacote VennDiagram.  
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7 DISCUSSÃO 

 

 Os resultados desde estudo demonstraram que pacientes com carcinoma de células 

escamosas de cavidade oral (CCECO) com margens histológicas negativas exibem padrões 

diferenciais de metilação que podem ser cruciais para a identificação de indivíduos com maior 

risco de desenvolvimento de recidiva local. Na comparação entre pacientes que 

desenvolveram recidiva e pacientes que não desenvolveram recidiva, 311 sítios CpG e 23 

regiões diferencialmente metiladas entre os dois grupos foram encontradas. Foram 

selecionadas 6 regiões de maior interesse, das quais a região relacionada ao gene GRHL3 se 

mostrou potencial marcador para prognóstico em pacientes com CCECO, sendo 

correlacionado também a outros fatores de pior prognóstico.  

O status das margens cirúrgicas no câncer de cavidade oral é considerado um fator 

prognóstico importante, e pode estar associado a um maior risco de desenvolvimento de 

recidivas e diminuição na sobrevida dos pacientes36, 105-107. A obtenção de margens 

satisfatórias, ou seja, com ausência de células neoplásicas durante o tratamento cirúrgico, 

pretende garantir a excisão total do tumor primário. Todavia, até 30% dos pacientes que 

apresentam margens cirúrgicas histologicamente negativas no momento da cirurgia irão 

desenvolver recidivas40.  

Existem duas teorias que podem ajudar a explicar esta questão: a teoria de doença 

mínima residual, onde um pequeno número de células tumorais não detectadas pelas técnicas 

diagnósticas padrão persistem após a ressecção curativa107; e a teoria de cancerização de 

campo46, que descreve a presença de alterações atípicas nos tecidos que circundam o tumor 

e associa sua persistência ao desenvolvimento de recidiva local ou segundo tumor primário. 

Ambos conceitos estão intimamente relacionados a uma insuficiente avaliação histológica dos 

tecidos aparentemente normais que circundam o tumor, sugerindo que métodos adicionais 

devem ser explorados para uma maior precisão na avaliação das margens cirúrgicas.  

Os padrões de metilação do DNA fornecem informações úteis para preconizar 

diagnóstico, auxiliar na classificação dos tumores e facilitar prognóstico e desenvolvimento de 

novas terapias, uma vez que a metilação do DNA é considerada um evento precoce no 

desenvolvimento das neoplasias108. Neste sentido, novas metodologias de microarray 

permitem uma avaliação quantitativa da metilação do DNA e fornecem informações a nível 

de resolução de uma única base em uma escala de genoma.  
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Neste estudo foi realizado um array de metilação, utilizando-se a plataforma Illumina 

Infinium MethylationEPIC BeadChip, para associação entre os padrões de metilação do DNA 

de margens cirúrgicas histologicamente negativas de pacientes com carcinoma de células 

escamosas da cavidade oral e o prognóstico destes pacientes. Esta metodologia permite 

estudos de epigenotipagem em larga escala e é utilizada principalmente para comparação 

entre tecidos normais e tumorais ou diferenciação de subtipos tumorais. Apesar de existirem 

estudos com análise extensiva dos padrões de metilação dos tumores de cabeça e pescoço109-

114, este é o primeiro estudo a abordar, através de análise global, as diferenças de metilação 

específicas das margens cirúrgicas dos CCECO para predizer recidiva local.  

Dentre as regiões diferencialmente metiladas encontradas na comparação entre os 

grupos, 6 delas foram selecionadas para análise mais aprofundada e estão associadas aos 

seguintes genes: GALR1, GRHL3, FAM84B, IFFO1, LTBP4 e PIWIL2. Com exceção da região do 

gene LTBP4, pacientes que desenvolveram recidiva local apresentaram regiões hipermetiladas 

quando comparados aos pacientes que não desenvolveram recidiva. Todos os genes foram 

previamente descritos como associados à carcinogênese de diversos tipos tumorais. 

O gene GALR1 (Galanin Receptor 1) é responsável por inibir a adenilil ciclase por meio 

de uma proteína G da família Gi/Go103 e é um gene bem estudado no câncer de cabeça e 

pescoço. A hipermetilação deste gene em tecido tumoral foi anteriormente correlacionada a 

recidiva precoce, tamanhos maiores de tumor e pior sobrevida global e livre de doença em 

pacientes com CCECO115-117. Esse gene também foi descrito como um gene supressor de tumor 

frequentemente silenciado em CCECP e câncer gástrico118, 119 e foi relatado como biomarcador 

de diagnóstico do câncer de pulmão de não pequenas células120.  

O gene GRHL3 (Grainyhead Like Transcription Factor 3) é um fator de transcrição 

relacionado à cicatrização de feridas, formação de barreira epidérmica e fechamento de tubo 

neural103. Este gene desempenha um papel supressor de tumor crítico no desenvolvimento da 

epiderme e está altamente expresso em tecidos derivados da ectoderme, incluindo a cavidade 

oral. Seu nível de expressão foi encontrado reduzido em carcinomas de células escamosas de 

pele e de cabeça e pescoço121. Georgy e colaboradores demonstraram que a deleção de 

GHRL3 no epitélio oral de camundongos levou a perda da expressão de GSK3B, resultando no 

acúmulo do oncogene c-Myc e em um CCECP mais agressivo. Esta assinatura também foi 

evidenciada em um subconjunto de CCECPs primários e linhagens celulares de cabeça e 

pescoço122. Além disso, no carcinoma colo-retal, a regulação negativa de GRHL3 in vitro foi 
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capaz de inibir a atividade das células tumorais e desencadear a interrupção do ciclo celular 

na fase G0/G1 e a apoptose123. 

O gene IFFO1 (Intermediate Filament Family Orphan 1) pertence à família de filamentos 

intermediários. Filamentos intermediários são proteínas que atuam como componentes 

primordiais do citoesqueleto e do envelope nuclear. A superexpressão deste gene foi 

associada a uma melhor sobrevida global, a um menor tamanho tumoral e a doença em 

estágio inicial no câncer de pulmão124. No câncer de ovário, a metilação de IFFO1 é frequente 

e pode ser usada como um sensível marcador de detecção para este tumor125.  

PIWIL2 (Piwi Like RNA-Mediated Gene Silencing 2) desempenha papel importante na 

autorrenovação de células-tronco126, espermatogênese127, interferência de RNA, 

remodelação da cromatina e regulação da translação128. É descrito como um oncogene 

fortemente associado com a gênese e progressão de diversas malignidades, dentre elas 

ovário129, pulmão130, glioma131, próstata132, estômago133 e cólon134. No presente estudo, o 

grupo de pacientes que desenvolveu recidiva apresentou hipermetilação deste gene, sendo 

relacionado com pior prognóstico, o que difere da literatura acima mencionada. 

O gene FAM84B (Family with Sequence Similarity 84 Member B) está envolvido na 

formação de complexos de reparo ao DNA, porém é pouco caracterizado em tumores 

humanos. Este gene foi encontrado amplificado e superexpresso em CCE de esôfago (CCEE)135. 

No mesmo estudo, quando FAM84B foi silenciado nas linhagens celulares de CCEE, o 

crescimento, a invasão e a migração foram reduzidos. Este gene também foi encontrado 

superexpresso em câncer coloretal136. No presente estudo, o grupo de pacientes que 

desenvolveu recidiva apresentou hipermetilação deste gene, sendo relacionado com pior 

prognóstico, o que difere da literatura acima mencionada. 

Finalmente, o gene LTBP4 (Latent Transforming Growth Factor Beta Binding Protein 4) 

possui papéis estruturais na matriz extracelular e é necessário para o correto dobramento e 

secreção do fator de transformação do crescimento beta (TGF-β). Os componentes da via TGF-

β são comumente alterados no câncer em geral137. Este gene é regulado negativamente em 

adenocarcinomas e carcinomas de células escamosas de esôfago tanto in vitro quanto in vivo. 

Sua re-expressão em linhagens celulares de câncer de esôfago reduziu a capacidade de 

migração das células138. Os autores observaram ainda que a hipermetilação das regiões 

promotoras das duas principais formas transcricionais de LTBP4 humana estavam envolvidas 



41 

 

 

 

em seu silenciamento. Em gliomas, o silenciamento de LTBP4 foi responsável pela supressão 

da atividade do TGF-β e à diminuição da proliferação celular139.  

Apesar de existirem associações entre os genes estudados e a carcinogênese, os 

mesmos diferem daqueles encontrados especificamente nas margens cirúrgicas dos CCECO 

ou CCECP. Isso pode ser explicado, pois poucos estudos avaliaram a associação de fatores 

prognósticos com as alterações epigenéticas na mucosa histologicamente normal adjacente 

ao tumor destes pacientes. Além disso, a maioria dos estudos engloba o câncer de cabeça e 

pescoço como um todo, desconsiderando a heterogeneidade de localização anatômica, 

etiologia e achados moleculares, o que dificulta as comparações. 

Outro fato interessante é que, devido à metodologia permitir uma visão abrangente do 

padrão de metilação de diversas regiões gênicas, foi possível observar que as PDMs e RDMs 

encontradas não estão necessariamente localizadas nos promotores gênicos. A localização 

dos sítios CpG no genoma é fator chave para entender a correlação com alterações na 

expressão gênica112, 140, onde não necessariamente a hipermetilação leva a um silenciamento 

do gene alvo141. Assim, estudos avaliando a expressão destes alvos nas amostras de CCECO 

ainda são necessários. 

A disparidade entre os grupos selecionados para realização do array de metilação 

(tabela 3) pode ser considerada uma limitação do estudo. Considerando o estágio do tumor, 

os pacientes do grupo recidiva apresentavam tumores mais avançados quando comparados 

aos pacientes do grupo sem recidiva. Existem fatores que estão altamente relacionados ao 

desenvolvimento de recidivas e isso inclui os tumores em estadiamento avançado142, 

portanto, para tentar contornar este problema, antes da análise diferencial foi realizada uma 

correção dos valores de beta (SVA) considerando esta variação.  

Outra limitação relaciona-se ao fato de o DNA extraído destes pacientes e utilizado em 

todas as análises ser proveniente de uma única amostragem de margem cirúrgica, em 

decorrência da disponibilidade deste tipo de material biológico criopreservado na instituição, 

o que pode não representar totalmente o perfil de metilação do tecido normal adjacente aos 

tumores analisados. Para garantir que os resultados deste estudo possam futuramente ser 

utilizados como uma ferramenta para predizer o prognóstico destes pacientes, uma validação 

dos achados em uma nova casuística se torna necessária.  

Os CCECO recorrentes são, em sua maioria, incuráveis e cerca de 2/3 dos pacientes de 

CCECO são diagnosticados já em estágios avançados da doença143, o que contribui para a 
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estagnação das taxas de sobrevida dos pacientes. A busca de biomarcadores tem como alvo 

principal avaliar e mensurar o status de processos biológicos normais e patológicos. O 

rastreamento desses marcadores pode se tornar peça importante na identificação de 

indivíduos de alto risco que poderiam se beneficiar de uma terapia intensificada ou novos 

ensaios terapêuticos direcionados.  

A presença de células com alterações epigenéticas nos tecidos histologicamente 

normais circundantes do tumor sugere a necessidade de readequação da avaliação da 

ressecção cirúrgica para um melhor controle e prognóstico de pacientes com CCECO, 

utilizando-se métodos de avaliação mais precisos e eficazes para auxiliar a análise 

histopatológica utilizada na rotina clínica. A natureza reversível destes padrões de metilação 

fornece uma promissora alternativa terapêutica a estes pacientes, onde a identificação de 

alterações epigenéticas nas margens cirúrgicas pode influenciar, em combinação com o 

diagnóstico patológico, na evolução e prognóstico destes indivíduos.  
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8 CONCLUSÃO 

 

Este estudo demonstrou que existem alterações na metilação do DNA na mucosa 

histologicamente normal adjacente ao tumor primário de indivíduos com CCECO. Estes 

padrões de metilação foram capazes de diferenciar pacientes com um maior risco de 

desenvolvimento de recidivas locais e poderiam ser considerados para auxiliar na definição de 

prognóstico dos pacientes. 

Na comparação entre pacientes que desenvolveram recidiva e pacientes que não 

desenvolveram recidiva, 311 sítios CpG e 23 regiões diferencialmente metiladas entre os dois 

grupos foram encontradas, sendo 66% de posições e 65% de regiões hipermetiladas. Além 

disso, a maioria das sondas diferencialmente metiladas localizaram-se em íntrons, regiões 

promotoras e ilhas CpG.  

Dentre as regiões diferencialmente metiladas encontradas, 6 delas foram selecionadas 

para análise mais aprofundada e estão associadas aos genes: GALR1, GRHL3, FAM84B, IFFO1, 

LTBP4 e PIWIL2. Com exceção da região do gene LTBP4, pacientes que desenvolveram recidiva 

local apresentaram regiões hipermetiladas quando comparados aos pacientes que não 

desenvolveram recidiva. A metilação da região do gene GRHL3 se mostrou potencial 

biomarcador para pior prognóstico em pacientes com CCECO.  
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9 ASPECTOS ÉTICOS 

 

 Este estudo foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação Pio XII – Hospital 

de Câncer de Barretos e encontra-se aprovado (1121/2016). Os pesquisadores garantem o 

sigilo de todos os participantes da pesquisa, não divulgando o nome ou qualquer outra 

informação que possa identificar os envolvidos.  

 A pesquisa apresenta caráter retrospectivo (envolvendo pacientes que já recidivaram 

e/ou vieram a óbito) e o seu desenvolvimento não resultou em impacto no manejo clínico dos 

participantes, bem como necessidade de aconselhamento genético. Por tratar de 

levantamento de dados junto a prontuários e não ser possível o contato com alguns 

participantes de pesquisa selecionados, a dispensa do Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE) foi solicitada e aprovada. 
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Anexo A - Tabela Suplementar 1 
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Anexo B - Tabela Suplementar 2 

 
Tabela Suplementar 2 - Concentração e qualidade de DNA das amostras de margens 
criopreservadas de pacientes com CCECO após extração pelo QIasymphony, 
quantificadas e com qualidade medidas pelo Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). 

 

R: Recidiva; N: Não-recidiva. 

  

ID [ng/uL] 260/280  260/230  

01_R 57,2 1,84 2,30 
02_N 23,2 1,81 1,55 
03_R 63,2 1,84 2,44 
04_N 75,2 1,84 2,36 
05_S 146,0 1,84 2,38 
06_N 48,8 1,81 1,59 
07_S 67,4 1,83 1,74 
08_S 83,0 1,86 2,43 
09_S 69,4 1,86 2,21 
10_S 64,6 1,85 2,18 
11_S 53,6 1,83 2,18 
12_N 46,4 1,82 1,81 
13_S 147,0 1,84 2,48 
14_N 60,4 1,82 1,78 
15_N 28,4 1,85 1,70 
16_S 79,2 1,82 2,24 
17_S 32,6 2,06 1,72 
18_N 20,6 1,78 1,24 
19_N 120 1,84 2,16 
20_N 66,4 1,85 1,83 
21_N 18,1 1,89 0,90 
22_N 50,0 1,88 1,44 
23_S 39,4 1,82 1,52 
24_N 27,0 1,91 1,07 
25_S 76,2 1,81 1,89 
26_N 42,6 1,81 1,35 
27_N 181,6 1,87 2,44 
28_N 37,0 1,92 2,09 
29_S 198 1,85 2,48 
30_S 18,0 1,88 0,44 
31_S 125,7 1,83 1,57 
32_N 195,1 1,83 1,81 
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Anexo C - Figura suplementar 1 

 

 

 
 
Figura suplementar 1 - Gráficos de co-metilação mostrando os CpGs diferenialmente metilados nas RDMs dos 
genes: A, GALR1; B, GRHL3; C, FAM84B; D, IFFO1; E, LTBP4; F, PIWIL2, visualizados com base em suas coordenadas 
cromossômicas e posição relativa para ilha CpG (barra verde). O gráfico de correlação mostra os valores de 
correlação de Spearman entre os CpGs na região. 
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Anexo D - Carta de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa 

 

 

 

 

 


