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RESUMO 

 

Introdução: A metilação do DNA desempenha um papel importante na regulação da 

expressão gênica. Durante a tumorigênese, a hipermetilação em regiões promotoras 

ricas em ilhas CpG (Cytosine phosphodiester Guanine) é um mecanismo que pode 

inativar genes supressores de tumor e contribuir para o desenvolvimento do câncer. 

Objetivo: O presente trabalho teve como objetivo avaliar a metilação das regiões 

promotoras dos genes supressores de tumor RASSF1A (Ras association domain family 

member 1) e MGMT (O-6-methylguanine-DNA methyltransferase) em carcinoma 

espinocelular de cabeça e pescoço. Casuística e Métodos: A análise de metilação das 

regiões promotoras dos genes RASSF1A e MGMT foi realizada pela técnica High 

Resolution Melting (HRM) em 42 e 37 amostras de tecidos tumorais, respectivamente. 

Amostras de tecido adjacente ao tumor ou de sangue periférico foram utilizadas como 

controle. Resultados: Para o gene RASSF1A, 50% (21 de 42) das amostras de tecidos 

tumorais analisadas foram metiladas, enquanto para o MGMT, das 37 amostras de 

tecidos tumorais analisadas, 17 (46%) apresentaram metilação.  A análise estatística 

entre os pares de amostras tumorais e controles (tecido adjacente ao tumor e sangue 

periférico) mostrou diferença significante quanto à presença de metilação para o gene 

RASSF1A (P=0,027, teste de Qui-quadrado) e para o gene MGMT (P=0,002, teste de 

Qui-quadrado). A avaliação da presença de metilação entre subgrupos de tecido tumoral 

e tecido adjacente não mostrou diferença significante para os genes RASSF1A (P=1,0) e 

MGMT (P=0,38). Para o subgrupo de tecido tumoral e sangue periférico o resultado 

estatístico foi significante para os genes RASSF1A (P=0,005) e MGMT (P=0,002). A 

análise da presença de metilação nos tumores em relação aos tecidos não tumorais 
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(tecidos adjacentes ou sangue periférico) nos diferentes sítios anatômicos de ocorrência 

primária mostrou que, em cavidade oral e faringe não houve diferença estatística 

significante para o gene RASSF1A (P=0,233) em relação às amostras não tumorais; para 

gene MGMT o resultado estatístico foi significante (P=0,033). Em laringe, o resultado 

estatístico foi significante para o gene RASSF1A (P=0,04) em relação às amostras não 

tumorais, enquanto para o gene MGMT, o resultado estatístico não foi significante 

(P=0,998). A presença de metilação no gene MGMT bem como em ambos os genes 

concomitantemente, RASSF1A e MGMT, foi associada com a categoria N (P=0,045 e 

P=0,035, respectivamente). Para o gene RASSF1A não foi observada tal associação 

(P=0,093). A análise por meio da regressão logística múltipla da influência dos fatores 

epidemiológicos (gênero e idade), dos fatores de risco (tabagismo e etilismo) e 

parâmetros clínicos do tumor quanto à presença de metilação não mostrou associação 

significante para essas variáveis. Conclusões: A presença de metilação nas regiões 

promotoras dos genes RASSF1A e MGMT apenas no tecido tumoral da maioria dos 

pares de amostras (tecido tumoral e não tumoral) sugere o envolvimento desses genes 

no processo neoplásico de cabeça e pescoço, em especial do gene MGMT em tumores 

da cavidade oral e faringe e do gene RASSF1A na laringe. Não há associação entre 

metilação dos genes RASSF1A e MGMT e a idade, o gênero, os hábitos tabagista e 

etilista e os parâmetros clínicos do tumor. 
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ABSTRACT 

 

 

Introduction: DNA methylation plays an important role in regulating gene expression. 

During tumorigenesis, the hypermethylation of CpG-rich islands in promoter regions 

(Cytosine phosphodiester Guanine) is a mechanism that can inactivate tumor suppressor 

genes and contribute to the development of cancer. Objective: This study aimed to 

evaluate the methylation of promoter regions of tumor suppressor genes RASSF1A (Ras 

association domain family member 1) and MGMT (O-6-methylguanine-DNA 

methyltransferase) in squamous cell carcinoma of the head and neck. Methods: The 

methylation analysis of promoter regions of RASSF1A and MGMT genes was performed 

using the High Resolution Melting (HRM) in 42 and 37 tumor tissue samples, 

respectively. Samples of tissue adjacent to the tumor or peripheral blood were used as 

controls. Results: For the RASSF1A gene, 50% (21 of 42) of tumor tissue samples 

analyzed were methylated, whereas for MGMT of 37 tumor tissue samples analyzed, 17 

(46%) showed methylation. Statistical analysis between pairs of tumor samples and 

controls (tissue adjacent to the site of tumor and peripheral blood) showed significant 

differences in the presence of methylation for the RASSF1A gene (P = 0.027, Chi-square 

test) and the MGMT gene (P = 0.002, Chi-square test). The evaluation of the presence of 

methylation between tumor tissue and surrounding tissue showed no significant 

difference for RASSF1A genes (P = 1.0) and MGMT (P = 0.38). For the subset of tumor 

tissue and peripheral blood statistic was significant for RASSF1A (P = 0.005) and 

MGMT (P = 0.002) genes. Analysis of the presence of methylation in tumors relative to 

non-tumor tissues (tissues adjacent to tumor or peripheral blood) in different anatomical 

sites of primary occurrence showed that in oral cavity and pharynx no statistically 
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significant difference for the RASSF1A gene (P = 0.233) relative to non-tumor samples; 

MGMT gene statistical results were significant (P = 0.033). In the larynx, the statistical 

results were significant for the RASSF1A gene (P = 0.04) compared to non-tumor 

samples, while for the MGMT gene, the result was not statistically significant (P = 

0.998). The presence of the methylation of the MGMT gene in both genes 

simultaneously, RASSF1A and MGMT, were associated with the category N (P = 0.045 

and P = 0.035, respectively). For the RASSF1A gene was not observed this association 

(P = 0.093). The analysis by multiple logistic regression of the influence of 

epidemiological factors (gender and age), risk factors (smoking and drinking) and 

clinical parameters of the tumor for the presence of methylation showed no significant 

association for these variables. Conclusions: The prevalence presence of methylation in 

the promoter region of RASSF1A and MGMT genes in tumor tissue of the pairs of 

samples (tumor and non-tumor tissue) suggests the involvement of these genes in the 

process of squamous cells carcinoma of the head and neck, in particular of the MGMT 

gene in tumors of the oral cavity and pharynx and RASSF1A gene in larynx tumors. No 

was observed association between methylation of RASSF1A and MGMT genes and age, 

gender, the tobacco and alcohol consumption and clinical tumor parameters. 
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I. INTRODUÇÃO 

 

 

O “Câncer de cabeça e pescoço” é um termo coletivo que descreve tumores 

localizados em diferentes regiões anatômicas do trato aerodigestivo superior.
(1,2)

 

Aproximadamente 40% ocorrem na cavidade oral (mucosa da boca, lábio, base da 

língua, língua e palato alto), 15% na faringe (hipofaringe, nasofaringe e orofaringe), 

25% na laringe e 20% em outros sítios anatômicos (glândulas salivares e tireóide).
(3)

 O 

tipo histológico mais frequente é o carcinoma espinocelular que representa 

aproximadamente 90% do total de casos.
(4,5)

 

É considerado o quinto tipo de câncer mais comum no mundo
(6)

 e 550.000 novos 

casos são diagnosticados anualmente.
(7)

 No Brasil a última estimativa para as neoplasias 

localizadas na cavidade oral, realizada em 2012, foi de 14.170 novos casos e para 

aquelas localizadas na laringe a última estimativa, realizada em 2014, foi de 7.640 

casos.
(8) 

Para a faringe, em 2012, foram estimados 6.308 casos (804 na nasofaringe e 

5.504 em outros sítios anatômicos da faringe).
(9)

 

As neoplasias de cabeça e pescoço estão associadas a altas taxas de 

mortalidade.
(10) 

A taxa de sobrevida global para esse tipo de câncer é variável pois 

depende do sítio primário de ocorrência e do estágio da doença. Para o câncer da 

cavidade oral, a taxa global de sobrevivência é de 50% ao longo de cinco anos.
(11) 

Para 

outros sítios (faringe e laringe), a taxa é superior a 50% para a doença em estágio inicial 

(T1-T2, N0) e, geralmente, menos de 50% em estágios avançados (T3-T4, N0, T3-T4, 

N +, ou qualquer T e N2-N3).
(12) 

Em 2010, 4.891 óbitos foram registrados no Brasil em 

função do câncer oral e, em 2011, 3.889 como resultado do câncer de laringe.
(13) 

A 

última estimativa para o câncer de faringe, em 2012, registrou 4.487 óbitos (364 para 

nasofaringe e 4.123 para outros sítios anatômicos da faringe).
(9)
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Os principais fatores associados ao desenvolvimento dos tumores de cabeça e 

pescoço incluem consumo ao tabaco e álcool.
(14,15)

 A incidência deste tipo de câncer é 

quatro a sete vezes maior em indivíduos fumantes
(16,17)

, e acredita-se que o efeito direto 

dos radicais livres e outros carcinógenos presentes no cigarro nas células epiteliais 

gradualmente acumulam-se e resultam em transformação maligna.
(17)

 Estudos em 

animais indicam que o álcool apesar de não genotóxico, pode agir como solvente para a 

penetração de carcinógenos e possui como metabólito primário o acetaldeído, que é um 

metabólito altamente reativo que pode se ligar a proteínas, constituintes celulares e ao 

DNA, formando adultos estáveis.
(18,19)

 

Outros fatores podem contribuir para a carcinogênese de cabeça e pescoço tais 

como a poluição ambiental, certas condições laborais associadas às indústrias 

metalúrgica e petroquímica e, a predisposição e herança familiar.
(20)

 Infecções virais, 

especialmente causadas pelos vírus Epstein-Barr e Papilomavírus Humano dos subtipos 

16 e 18, além de deficiências ou desequilíbrios de vitaminas e micronutrientes, tais 

como, vitaminas A, C, E, zinco, selênio e ácido fólico também estão associados à 

ocorrência de neoplasias de cabeça e pescoço.
(21-23) 

 

O ácido fólico, folato ou vitamina B9, uma vitamina hidrossolúvel do complexo 

B, desempenha um papel importante na manutenção da metilação do DNA e, assim, da 

estabilidade genômica.
(24) 

O metabolismo do folato é responsável, em uma de suas vias, 

pela síntese de S-adenosilmetionina (SAM), o maior doador intracelular de grupos 

metil, para reações de metilação do DNA, proteínas e lipídios.
(25-32)

 

A metilação do DNA ocorre quase exclusivamente nas repetições de 

dinucleotídeos CpG (Cytosine phosphodiester Guanine) no genoma humano.
(33-35) 

Os 

dinucleotídeos podem ser agrupados em pequenas extensões de DNA conhecidas por 
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"ilhas CpG".
(36) 

Estas ilhas são frequentemente associadas às regiões promotoras dos 

genes e geralmente não metiladas.
(37)

 Em contraste, a maioria (cerca de 70-80%) dos 

dinucleotídeos CpG não associados as ilhas CpG são  fortemente metilados. A 

metilação também pode ocorrer em citosinas que não estão em sequências CpG, o que é 

raro, e acontece apenas nas células-tronco embrionárias.
(38,39)

 

A metilação consiste em uma modificação covalente do DNA na qual um 

grupamento metil (CH3) é transferido da SAM para o carbono 5 de uma citosina (5-

MeC) que geralmente precede uma guanina (dinucleotídeo CpG), pela ação de uma 

família de enzimas conhecidas como DNA metiltransferases (DNMTs).
(40)

 Estas 

enzimas estão divididas em duas classes: aquelas envolvidas na metilação de fitas 

hemimetiladas do DNA (fitas de DNA em processo de replicação), conhecidas como 

metilases de manutenção como a DNMT1; outra classe, responsável pela maioria dos 

processos de metilação de novo, que ocorre em sítios com nenhum tipo de indicação de 

metilação, ou seja, sem a presença de metilação prévia, como as DNMT2, DNMT3A e 

DNMT3B.
(40)

 

Outro grupo de enzimas, representado pelas desmetilases, é responsável pela 

desmetilação do DNA. Este processo é necessário para ativar genes específicos ou 

apagar a marca epigenética durante o desenvolvimento ou em respostas a perturbações 

ambientais. A desmetilação ainda pode ser passiva quando não há envolvimento de 

desmetilases e ocorre quando a manutenção pelas metiltransferases é inativa durante o 

ciclo celular. Assim, o nível e o padrão de 5-MeC é determinado por ambos os 

processos de metilação e desmetilação, e as enzimas envolvidas nesses processos devem 

estar altamente reguladas.
(41)
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Padrões alterados de metilação têm sido identificados em diversos tipos de 

câncer.
(42) 

Acredita-se que a hipometilação global do genoma resulte na expressão 

elevada de oncogenese
(43-45)

. Por outro lado, a hipermetilação de ilhas CpG, localizadas 

em regiões promotoras de genes, é associada a alterações na expressão gênica, 

resultando no silenciamento de genes supressores de tumor.
(46)

 

Em tumores, as alterações epigenéticas do tipo hipermetilação são mais 

frequentemente observadas do que a hipometilação. A metilação em regiões ricas em 

CG pode ocorrer em genes implicados com diferentes funções durante o 

desenvolvimento do câncer, tais como: supressão do tumor (CDKN2A, CDKN2B, TP53, 

BRCA1 e RASSF1A), reparo do DNA (hMLH1 e MGMT) e, invasão e metástase (CDH1, 

ECAD,TIMP1, TIMP2, TIMP3 e DAPK).
(42)

 

Alguns desses genes tais como RASSF1A e MGMT apresentam hipermetilação 

de regiões promotoras associadas com perda da expressão protéica em células 

tumorais.
(47-53)

 Em carcinoma de cabeça e pescoço, a metilação pode ocorrer 

anteriormente ao desenvolvimento das lesões, o que enfatiza a importância da metilação 

como um biomarcador precoce para esse tipo tumoral.
(54)

 

O gene MGMT (O6-methylguanine-DNA methyltransferase), localizado em 10q26, 

tem sido amplamente estudado neste contexto. Estudos em câncer de cabeça e pescoço 

mostram percentuais de metilação para a região promotora deste gene de 23 a 56,4% no 

tecido tumoral
(55-60)

 versus 9% na mucosa oral de indivíduos saudáveis.
(59) 

Também têm 

sido observadas frequências de metilação para este gene de 68 a 73% em tecido 

adjacente à lesão
(58,60)

 e de 56 e 80% em amostras de leucoplasia oral
(59-61)

 o que  sugere 

que a metilação do gene MGMT pode estar associada ao estágio inicial da lesão e pode 

ser útil para o diagnóstico e prognóstico do câncer de cabeça e pescoço. 
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A proteína codificada pelo gene MGMT é fundamental para eliminar as lesões pré-

mutagênicas que podem resultar no câncer, pois previne a citotoxicidade celular, 

causada por agentes metilantes endógenos e exógenos, por meio da remoção do grupo 

metil da posição O-6 da base guanina do DNA. Nesse processo, a MGMT transfere o 

grupo metil para seu próprio resíduo de cisteína o que resulta na sua inativação e reparo 

da guanina.
(62-64)

 A inativação da proteína MGMT, em função da metilação da região 

promotora do gene, é fenômeno comum observado em neoplasias de cabeça e pescoço 

como referido acima . 

O gene RASSF (Ras association family member), isoforma RASSF1A, localizado 

em 3p21.3, também se apresenta metilado em câncer de cabeça e pescoço, com 

frequências de metilação na região promotora que variam de 7,5% a 71% em câncer 

oral, de faringe e de laringe
(65-69)

 e de 35% em câncer da glândula salivar.
(70)

 Este evento 

também tem sido considerado útil para o diagnóstico, uma vez que representa um 

evento precoce na tumorigênese de cabeça e pescoço.
(54,67)

 

A proteína RASSF1A está envolvida na regulação de uma variedade de funções 

biológicas, incluindo controle do ciclo celular e apoptose.
(71-74)

 Em sua estrutura, esta 

proteína possui um domínio de associação Ras (RA) que permite sua interação com as 

proteínas da família Ras.
(75)

 Embora inicialmente as proteínas Ras tenham sido 

caracterizadas como supressoras da apoptose, estudos têm mostrado que estas 

oncoproteínas também podem induzir a parada do crescimento celular por meio da 

apoptose e senescência por interagirem com efetores específicos.
(76)

 De fato, RASSF1A 

age como um efetor negativo para as proteínas Ras, de modo GTP dependente, e induz a 

apoptose e inibição do crescimento.
(77)
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Considerando que alterações na expressão de RASS1A e MGMT podem modular 

a susceptibilidade do câncer, é importante estudos que investiguem a metilação da 

região promotora desses genes em neoplasias de cabeça e pescoço. 
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I.1.  OBJETIVOS 

 

 

1. Avaliar a presença de metilação nas regiões promotoras dos genes RASSF1A 

(Ras association domain family member 1) e MGMT (O-6-methylguanine-

DNA methyltransferase) em amostras de carcinoma espinocelular de cabeça 

e pescoço e em suas respectivas margens cirúrgicas ou no sangue periférico;   

2. Associar a presença de metilação das regiões promotoras desses genes com 

as características clínico-patológicas (sítios primários de ocorrência e 

extensão do tumor, comprometimento de linfonodos e agressividade do 

tumor) e hábitos etilista e tabagista, idade e gênero. 
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II. CASUÍSTICA E MÉTODOS 

 

 

II.1. Casuística 

 

As amostras de tecido tumoral, tecido adjacente e de sangue periférico foram 

procedentes de pacientes que não receberam tratamento quimio ou radioterápico pré-

operatório cirúrgico e, obtidas no Serviço de Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabeça 

e Pescoço do Hospital de Base, Hospital de Ensino da Faculdade de Medicina de São 

José do Rio Preto. 

Os tecidos tumorais adjacentes foram submetidos à macrodissecção no Serviço 

de Patologia do Hospital de Base de São José do Rio Preto para obtenção de fragmentos 

contendo no mínimo 70% de células tumorais ou de ausência de células neoplásicas, 

respectivamente. 

De acordo com Normas Regulamentares de Pesquisa em Seres Humanos, 

Resolução 66/2012 do Conselho Nacional de Saúde, este estudo foi aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto 

(FAMERP), parecer nº 201/2009 (Anexo 1). Após consentimento livre e esclarecido 

(Anexo 2) foram coletadas para o estudo 42 amostras de carcinoma espinocelular de 

cabeça e pescoço, 22 amostras de tecido aparentemente normal adjacente ao tumor e 20 

amostras de sangue periférico de indivíduos acometidos pelo tumor. Estas últimas 

foram coletadas quando não foi possível a obtenção do tecido adjacente ao tumor.  

Os dados clínicos e epidemiológicos dos 42 pacientes com câncer de cabeça e 

pescoço estão apresentados na Tabela 1. Foram analisados os dados referentes à idade, 

tabagismo, etilismo e gênero. Informações sobre o tabagismo e etilismo foram limitadas 

quanto ao consumo ou não de tabaco e álcool. Os tumores foram classificados quanto à 
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localização anatômica em cavidade oral, faringe e laringe, de acordo com Lee, 2003 

(Tabela 2). A classificação clínica foi realizada de acordo com os parâmetros da Union 

International Control Cancer (IUCC) e American Joint Commitee for Cancer (AJCC), 

2002, em três critérios: tamanho do tumor (T), presença de linfonodos regionais 

comprometidos (N) e presença de metástase à distância (M). As Tabelas 3 e 4 

apresentam a classificação do tumor quanto às categorias T e N, respectivamente. Em 

relação à presença de metástase a distância, apenas um paciente apresentou M e foi 

classificado em TXN3M1. Tumores com estadios I e II (T1N0, T2N0 ou T2N1) foram 

agrupados em tumores com menor agressividade e aqueles com estadios III e IV (T2N2, 

T3N0, T3N1, T3N2, T4N0, T4N1, T4N2 ou T4N3) foram agrupados em tumores 

avançados. 

 

Tabela 1. Dados epidemiológicos dos pacientes com câncer de cabeça e pescoço. 

 Pacientes n (%) 

N° de indivíduos 

 

42 

Idade (anos)* 

≥61                                        

<61 

 

21 (50,0) 

21 (50,0) 

Tabagista 

 

39 (92,86) 

 

Etilista 

 

32 (76,20) 

 

Gênero 

 

 

Masculino 

 

37 (88,10) 

Feminino 

 

5 (11,90) 

  *mediana de idade: 61anos (variação: 22 - 88 anos) 
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Tabela 2. Distribuição entre os casos por sítio primário de ocorrência do tumor. 

Sítio anatômico primário n (%) 

Cavidade oral 21 (50,00) 

Laringe 11(26,19) 

Faringe (orofaringe, nasofaringe e hipofaringe) 10 (23,81) 
 

 

 

Tabela 3. Distribuição dos sítios anatômicos primários do tumor em relação ao TNM 

(categoria T). Informação obtida para 42 pacientes.  

Sítio primário do tumor T1 T2 T3 T4 Tx 

Cavidade oral 06 10 02 02 0 

Laringe 01 01 02 08 0 

Faringe 0 01 02 07 0 
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Tabela 4. Distribuição dos sítios anatômicos primários do tumor em relação ao TNM 

(categoria N). Informação obtida para 42 pacientes. 

Sítio primário do tumor N0 N+ Nx 

Cavidade oral 13 05 02 

Laringe 04 04 05 

Faringe 01 08 0 

N0: Ausência de linfonodos comprometidos; N+: Presença de 

linfonodos comprometidos; Nx – Não foi possível a avaliação. 

 

II.2. Análise Molecular 

 

 

II.2.1. Extração de DNA a partir de tecido  

 

 O DNA genômico dos tecidos tumorais e de suas respectivas margens cirúrgicas 

foram extraídos com TRIzol®Reagent (Invitrogen), de acordo com instruções do 

fabricante. Brevemente, os fragmentos de tecido com aproximadamente 100 mg foram 

macerados manualmente em almofariz, com pistilo e adição de nitrogênio líquido. Para 

cada 10 mg de tecido foi adicionado 1mL de TRIzol® Reagent. O material foi, então, 

distribuído em microtubos de 1,5 mL e mantido em temperatura ambiente por 5 

minutos. Após este período, foram acrescentados 200 µL de clorofórmio gelado para 

cada mL de TRIzol® Reagent. O material foi agitado por aproximadamente 20 segundos 

e permaneceu por 3 minutos em temperatura ambiente e, em seguida, foi acondicionado 

em gelo. As amostras foram, então, centrifugadas a 12.000g por 15 minutos a 4ºC para 

separação das fases aquosa, interfase (que contém DNA) e fase orgânica. A fase aquosa 
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foi transferida para um microtubo para extração de RNA que é utilizado em outro 

estudo do grupo de pesquisa.  Ao material restante foram adicionados 300 µL de etanol 

100% para cada mL de TRIzol® Reagent e o microtubo foi homozeneizado por inversão 

e estocado em temperatura ambiente por 2 minutos. Após este período, o material foi 

centrifugado a 2.000g por 5 minutos a 4ºC, o sobrenadante foi descartado e o pellet de 

DNA foi submetido a duas lavagens com solução de 0,1M de citrato de sódio em 10% 

de etanol (1 mL de solução para cada mL de TRIzol® Reagent) e uma com etanol 75% 

(2 mL para cada mLdeTRIzol® Reagent). Após incubação em temperatura ambiente por 

20 minutos foi centrifugado a 2.000g por 5 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi 

descartado e o DNA foi mantido por 15 minutos em temperatura ambiente e diluído em 

600 µL de solução de NaOH 8mM. Foi, então, centrifugado a 12.000g por 10 minutos 

para remoção de material insolúvel. O sobrenadante contendo DNA foi transferido para 

novo tubo e estocado a -20ºC. 

 

 II.2.2. Extração de DNA a partir de sangue periférico 

 

A extração de DNA a partir de sangue periférico foi realizada segundo Miller e 

colaboradores (1988), com modificações. Após a coleta de 5mL de sangue em tubo 

vacutainer contendo anticoagulante (EDTA), o tubo foi homogeneizado e o sangue 

distribuído em tubos de centrífuga devidamente identificados, contendo quantidade 

equivalente de gradiente de densidade (Ficoll-Paque) em temperatura ambiente, 

evitando que o mesmo se misturasse com sangue. O material foi, então, centrifugado 

por 30 minutos a 1.500rpm, para a formação de três camadas distintas: hemáceas na 

porção inferior do tubo, Ficoll-Paque na fase intermediária e plasma na porção superior. 

O plasma foi aspirado com uma pipeta Pasteur e descartado e a camada de linfócitos, 
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formada entre o plasma e o Ficoll-Paque, foi transferida para um novo tubo de 

centrífuga. Foi adicionado tampão PBS 1X (solução salina) aos linfócitos até completar 

15mL e o tubo foi cuidadosamente invertido e centrifugado a 1.200rpm por 15 minutos. 

Após centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o “pellet” de linfócitos 

ressuspendido foi lavado novamente em PBS 1X. Aos linfócitos isolados, foram 

adicionados 3mL de tampão de lise (Tris-HCl 10mM; NaCl 400mM; Na2EDTA 2mM); 

200mL de SDS 10% e 50mL de proteinase K (20mg/ml). O tubo foi incubado por 16 

horas a 37°C e, após este período, foi adicionado 1mL de NaCl 6M (solução saturada) 

ao material que foi submetido a agitação e, em seguida mantido no gelo por 15 minutos. 

Após este período, o tubo foi novamente agitado e centrifugado a 2.000rpm. Nesta etapa 

o material digerido precipita juntamente com o sal (NaCl) e o DNA permanece no 

sobrenadante. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo que recebeu 10mL de 

etanol 100% gelado. O tubo foi cuidadosamente invertido e o DNA precipitado foi 

transferido para ummicrotubo contendo 500mL de etanol 70% em temperatura 

ambiente. Em seguida, o microtubo foi centrifugado a 12.000rpm por 5 minutos e o 

sobrenadante foi descartado. O DNA foi ressuspendido em 200mL tampão (Tris 10mM 

e EDTA 1mM) e armazenado em freezer a –20°C.  

 

II.2.2. Análise de metilação dos genes RASSF1A e MGMT 

 

A análise de metilação das regiões promotoras dos genes RASSF1A e MGMT, 

pela técnica High Resolution Melting (HRM), foi realizada para 19 amostras de tecido 

adjacente ao tumor e 18 de sangue periférico, pois cinco amostras (três de tecido 

adjacente ao tumor e duas de sangue periférico) não amplificaram. Para as amostras 
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tumorais o gene RASSF1A foi analisado em 42 amostras enquanto para o MGMT a 

análise foi possível em 37 delas, pois cinco amostras tumorais não amplificaram para 

este gene. 

 

II.2.3. Conversão do DNA pelo bissulfito: 

 

Anterior à técnica de High Resolution Melting (HRM) as amostras foram 

submetidas à conversão do DNA pelo bissulfito. As reações de conversão foram 

realizadas com Kit de bissulfito Epitect (Qiagen) de acordo com as instruções do 

fabricante. As amostras de DNA diluídas em RNAse-freewater (20µl), solução de 

bissulfito (85µl) e DNA Protect Buffer (35µl) foram mantidas em termociclador por 

aproximadamente cinco horas, alternando-se as temperaturas entre 95ºC (desnaturação) 

e 60ºC (incubação). Após este período, foi realizada a purificação das amostras. Para 

tanto, foram adicionados aos tubos 560µl de solução recém-preparada contendo Buffer 

BL e Carrier RNA, que foi transferida para uma coluna e, em seguida, para um tubo 

coletor Epitect (Qiagen) após centrifugação. O filtrado foi descartado e à coluna foram 

adicionados 500µl de Buffer BW (wash buffer) para nova centrifugação. Este processo 

foi repetido alternando-se o tampão; uma lavagem com 500µl de Buffer BD 

(desulfonation buffer) e duas com 500µl de Buffer BW (wash buffer). A seguir, a coluna 

foi transferida para um novo tubo coletor e, posteriormente, foram adicionados 20µl de 

Buffer EB ao centro da membrana. Para finalizar, a coluna foi centrifugada por 1 minuto 

a 12000rpm para eluição do DNA purificado.  
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II.2.4. Técnica High Resolution Melting (HRM): 

 

A amplificação por PCR e HRM foi realizada no StepOne PCR em tempo real 

do sistema (Applied Biosystems), de acordo com as instruções do fabricante. As 

sequências de primers para os genes RASSF1A e MGMT estão listadas na Tabela 5. A 

PCR foi realizada em um volume de 20 uL contendo 1x Melt Doctor HRM Master Mix 

(Applied Biosystems), 200 nM de cada iniciador e 10 ng de DNA molde bissulfito-

tratado. A curva padrão com porcentagens de metilação conhecidas (100, 50, 25, 10, 5 e 

0%) foi incluída em cada ensaio para estimar a proporção de metilação de cada amostra, 

utilizando DNA genômico de CpG metilado HeLa (New EnglandBiolabs) e de controle 

de DNA não metilado Epitect Humana como referências (Figura 1, 2). Os padrões de 

metilação foram realizados em duplicata, e as amostras de tecidos tumorais, tecidos 

adjacentes ao tumor e sangue periférico, foram realizadas em triplicatas. As condições 

de amplificação foram as seguintes: um ciclo de 95°C durante 10 min, 40 ciclos de 

95°C durante 15 seg, 60ºC durante 1 min, seguido por um passo de HRM 95°C durante 

15 seg, 60°C durante 1 min, 95°C durante 15 seg, e aquisição contínua 60-95°C a 0,3%. 

Os dados de HRM foram analisados utilizando o Software HRM (Applied Biosystems). 

As análises foram realizadas em colaboração com Departamento de Genética do 

Instituto de Biociências da UNESP, Campus de Botucatu com a colaboração da Profª 

Drª Cláudia Aparecida Rainho. 
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Tabela 5. Sequências dos primes para os genes RASSF1A e MGMT. 

Genes Primes 

RASSF1A 5´gggttttatagtttttgtatttaggtt3´ e  5´aactcaataaactcaaactccccc3´ 

 

MGMT 5´gcgtttcggatatgttgggatagt3´  e   5´cctacaaaaccactcgaaactacca3´ 

 

 

 

II.3. Análise Estatística  

 

As análises estatísticas foram realizadas pelo programa Minitab versão 14 ou 

Bioestat versão 5.3, considerando-se valores de P≤ 0,05 para significância estatística. 

O teste de Qui-quadrado foi utilizado para comparar a presença de metilação nas 

amostras de tumores e suas respectivas margens cirúrgicas ou sangue periférico. Este 

teste também foi utilizado para avaliar a presença de metilação em relação à localização 

primária do tumor (cavidade oral e faringe versus tecido não tumoral ou laringe versus 

tecido não tumoral). 

Figura 2. Curva padrão com porcentagens de metilação 

(100, 50, 25, 10, 5 e 0%) para o gene MGMT. 
Figura 1. Curva padrão com porcentagens de metilação 

(100, 50, 25, 10, 5 e 0%) para o gene RASSF1A. 
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O teste exato de Fischer foi utilizado para avaliar a frequência de metilação nas 

regiões promotoras dos genes RASSF1A e MGMT em relação às características do 

paciente e do tumor.  

A regressão logística múltipla foi utilizada para avaliar o efeito das variáveis no 

risco do carcinoma espinocelular de cabeça e pescoço. O modelo incluiu gênero 

(referência: feminino), idade (referência: ≤61 anos; mediana), hábito etilista (referência: 

não etilista), hábito tabagista (referência: não tabagista), agressividade tumoral 

(referência: estadios I e II) e metilação (referência: ausência de metilação). Os 

resultados foram apresentados em odds ratio (OR) e intervalo de confiança (IC) de 

95%. 
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III. RESULTADOS 

A tabela 6 mostra as porcentagens de metilação nos genes RASSF1A e MGMT 

nos tecidos tumorais, tecidos adjacentes ao tumor e sangue periférico. Das 42 amostras 

de tecidos tumorais analisadas para o gene RASSF1A, 50% das amostras apresentam-se 

metiladas. Para o gene MGMT, das 37 amostras de tecidos tumorais analisadas, 17 

(46%) apresentaram a metilação. 

Para o gene RASSF1A cinco amostras (três de tecido adjacente e duas de sangue 

periférico) não amplificaram, totalizando 37 casos com amostras pareadas (tecido 

tumoral e tecido adjacente ao tumor ou sangue periférico do mesmo indivíduo). Em 

relação ao gene MGMT não amplificaram quatro amostras tumorais e três tecidos 

adjacentes correspondentes, além de outras duas amostras não pareadas (01 tumoral e 

01 não tumoral), totalizando 36 casos com amostras pareadas. 

Das 21 amostras tumorais metiladas para o gene RASSF1A, 16 casos possuem 

amostras pareadas. Em 12 pares a metilação estava presente apenas na amostra do 

tecido tumoral, em três casos a metilação também ocorreu no tecido adjacente ao tumor 

e em um caso também no sangue periférico (Tabela 7). No entanto, em três casos a 

metilação foi detectada somente nos tecidos não tumorais (duas amostras de tecidos 

adjacentes e uma de sangue periférico).  

Em relação ao gene MGMT, das 17 amostras tumorais metiladas, 16 casos 

possuem amostras pareadas. Em 15 deles a metilação ocorreu somente no tecido 

tumoral e em um caso a metilação estava presente também no sangue periférico (Tabela 

8). Foram observados dois casos discrepantes, ou seja, a metilação estava presente nos 

tecidos adjacentes e ausente nos tecidos tumorais.  
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Genes Tipos de 

tecidos 

0% >0%≤10% >10%≤25% >25%≤100% NA* 

 

 

RASSF1 

Tumoral 

 

21 18 2 1 0 

Normal 

adjacente 

14 4 1 0 3 

Sangue 

periférico 

16 2 0 0 2 

 

 

MGMT 

Tumoral 

 

20 17 0 0 5 

Normal 

adjacente 

15 4 0 0 3 

Sangue 

periférico 

17 1 0 0 2 

                 *NA= não amplificaram 

 

 

 

Código da 
Amostra 

Tecido 
Tumoral 

Tecido não Tumoral  

Tecido não Tumoral 
Adjacente 

Sangue Periférico 

1 M NM ----- 
2 M NM ----- 
3 M ----- NM 
4 M ----- NM 
5 M ----- NM 
6 M ----- NM 
7 M ----- NM 
8 M ----- NM 
9 M ----- NM 

10 M ----- NM 
11 M ----- NM 
12 M ----- NM 
13 M M ----- 
14 M M ----- 
15 M M ----- 
16 M ----- M 

            M = Metilado          MN = Não-Metilado        ----- = Amostra não analisada 

 

 

Tabela 6. Porcentagens de metilação nos genes RASSF1A e MGMT nos tecidos tumorais, 

tecidos normais adjacentes e sangue periférico. 

 

Tabela 7. Presença de metilação nas 16 amostras de tecidos tumorais que possuem amostras 

pareadas de tecidos adjacentes ou sangue periférico para o gene RASSF1A. 

 

 
 
RASSF1A 
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Código da 
Amostra 

Tecido 
Tumoral 

Tecido não Tumoral 

Tecido não Tumoral 
Adjacente 

Sangue Periférico 

1 M NM ----- 
2 M NM ----- 
3 M NM ----- 
4 M NM ----- 
5 M ----- NM 
6 M ----- NM 
7 M ----- NM 
8 M ----- NM 
9 M ----- NM 

10 M ----- NM 
11 M ----- NM 
12 M ----- NM 
13 M ----- NM 
14 M ----- NM 
15 M ----- NM 
16 M ----- M 

            M = Metilado  NM = Não-Metilado   NA = Não Amplificou   ----- = Amostra não analisada 
 

 

A análise estatística dos 37 pares de amostras (tecido tumoral e tecido adjacente 

ou sangue) para gene RASSF1A mostrou diferença significante quanto à presença de 

metilação entre os dois grupos de amostras (P=0,027; Gráfico 1). Para o gene MGMT a 

análise dos 36 pares de amostras também foi significante (P=0,002; Gráfico 1).  

A avaliação da presença de metilação entre subgrupos de tecido tumoral e tecido 

adjacente em 19 pares de amostras para o gene RASSF1A e em 18 pares de amostras 

para o gene MGMT não mostrou diferença significante (P=1,0 e P=0,38, 

respectivamente). Para o subgrupo de tecido tumoral e sangue periférico o resultado 

estatístico foi significante para os genes RASSF1A e MGMT (P=0,005 e P=0,002, 

respectivamente) em 18 pares de amostras analisados para ambos os genes (Gráficos 2 e 

3). 

Tabela 8. Presença de metilação nas 16 amostras de tecidos tumorais que possuem amostras 

pareadas de tecidos normais adjacentes ou sangue periférico para o gene MGMT. 
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Gráfico1. Número de amostras metiladas e não metiladas de tecidos tumorais e não 

tumorais (tecido adjacente e sangue) para os genes RASSF1A (P=0,027) e MGMT 

(P=0,002), respectivamente. 

 

 

 

 

Gráfico 2. Número de amostras metiladas e não metiladas de tecido tumoral, sangue e 

tecido adjacente analisadas para o gene RASSF1A. 
 

P = 0,005 P = 1,0 
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Gráfico 3. Número de amostras metiladas e não metiladas de tecido tumoral, sangue e 

tecido adjacente analisadas para o gene MGMT.  

 

 A análise da presença de metilação nos tumores em relação aos tecidos não 

tumorais (tecidos adjacentes ou sangue periférico) nos diferentes sítios anatômicos de 

ocorrência primária (Gráfico 4 e 5) mostrou que, em cavidade oral (n=18) e faringe 

(n=8) não houve diferença estatística significante para o gene RASSF1A (P=0,233) em 

relação às amostras não tumorais (n=26); no entanto, para gene MGMT o resultado 

estatístico foi significante (P=0,033). Em laringe (n=11), o resultado estatístico foi 

significante para o gene RASSF1A (P=0,04) em relação às amostras não tumorais 

(n=11), enquanto para o gene MGMT (laringe, n=10; tecido não tumoral n=10), o 

resultado estatístico não foi significante (P=0,998).  

P = 0,002 P = 0,38 
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Gráfico 4. Número de amostras metiladas e não metiladas de tecidos tumorais e 

não tumorais provenientes da cavidade oral e faringe e da laringe analisadas para o gene 

RASSF1A.  

 

 

Gráfico 5. Número de amostras metiladas e não metiladas de tecidos tumorais e não 

tumorais provenientes da cavidade oral e faringe e da laringe analisadas para o gene 

MGMT.  

 

P = 0,04 P = 0,23 

P = 0,99 P = 0,03 
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A Tabela 9 apresenta a presença de metilação nas regiões promotoras dos genes 

RASSF1A e MGMT em relação às características do paciente e do tumor. Nenhuma 

associação foi observada entre metilação e gênero, idade, tabagismo e etilismo. 

Entretanto, a presença de metilação no gene MGMT bem como em ambos os genes 

concomitantemente, RASSF1A e MGMT, foi associada com a categoria N (P=0,045 e P= 

0,035, respectivamente). Para o gene RASSF1A não foi observada tal associação 

(P=0,093). A análise por meio da regressão logística múltipla da influência dos fatores 

epidemiológicos (gênero e idade), dos fatores de risco (tabagismo e etilismo) e 

parâmetros clínicos do tumor quanto à presença de metilação não mostrou associação 

significante para essas variáveis (Tabela 10). 
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Tabela 9. Presença ou ausência de metilação nos genes RASSF1A e MGMT em relação 

às características do paciente e do tumor em 37 amostras tumorais de pacientes com 

carcinoma de cabeça e pescoço. 

Características 

Clínicas 

No de 

Pacientes 

Metilação 

do 

MGMT 

Metilação 

do 

RASSF1A 

Metilação 

do MGMT e 

RASSF1A 

Ausência de 

Metilação do 

MGMT e 

RASSF1A 

Gênero      

Masculino 33 15 14 10 14 

Feminino 04 02 02 02 02 

Idade      

< 61 20 10 08 06 08 

≥61 17 07 08 06 08 

Tamanho      

1-2 16 09 08 06 05 

3-4 21 08 08 06 11 

Classificação N      

0 21 13* 12 10* 06 

1-3 16 04* 04 02* 10 

TNM      

Agressivo 24 09 09 06 12 

Não agressivo 13 08 07 06 04 

Tabagismo      

Sim 34 17 21 12 13 

Não 03 00 00 00 03 

Etilismo      

Sim 30 14 13 09 12 

Não 07 01 02 01 05 

*valor de P<0,05 (teste exato de Fisher) 
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Tabela 10. Associação da metilação nos genes RASSF1A e MGMT com os fatores epidemiológicos (gênero 

e idade), hábitos tabagista e etilista e parâmetros clínicos do tumor em 37 amostras tumorais de pacientes 

com carcinoma de cabeça e pescoço. 

 n (%) RASSF1A 

Valor de P 

OR (95% CI) 

MGMT 

Valor de P 

OR (95% CI) 

Metilação do 

MGMT e 

RASSF1A 

Valor de P 

OR (95% CI) 

Ausência de 

Metilação do 

MGMT e RASSF1A 

Valor de P 

OR (95% CI) 

 

Gênero 

     

 

Masculino
a
 

 

33 (89.2) 

0,312 

0,19 (0,01 - 4,83) 

 

 

0,439 

0,29(0,01-6,78) 

 

 

 

0,863 

0,76 (0,03 – 18,08) 

0,965 

1,07 (0,04 – 26,87) 

 

Feminino 

 

4 (11.1) 

  

 

Idade (mediana) 

     

 

> 61
a
 

 

17 (47.2) 

0,535 

0,61 (0,13–2,93) 

0,459 

0,54 (0,10  - 2,79) 

 

0,543 

1,77 (0,28 – 11,15) 

0,462 

1,82 (0,37 – 8,98) 

≤61 

 

20 (54.1)     

Tamanho      

  0,949 0,706 0,998 0,735 

1-2 16 (43.2) 1,12 (0,04 – 34,00) 1,94 (0,06 – 61,12) 6,92388E+09  

(0,00 - *) 

1,47 (0,16 – 13,67) 

      

3-4
a
 21 (56.8)     

 

Classificação N  

     

 

0 

 

 

21 (56.8) 

0,809 

1,28 (0,18 – 9,32) 

0,709 

0,68 (0,09 – 5,08)  

0,091 

0,10 (0,01 – 1,44) 

0,282 

2,60 (0,46 – 14,83) 

1-3
a
 

 

16 (43.2)     

TNM      

 

Agressivo
a
 

 

 

15 (41.7) 

0,734 

0,51(0,10 - 24,57) 

 

0,799 

0,60(0,01 - 30,21) 

 

0,998 

0,00 (0,00 - *) 

0,970 

1,05 (0,09 – 12,25) 

Não agressivo 22 (59.5)     

      

Tabagismo      

 

Tabagista
a
 

 

 

34 (91.9) 

 

0,480 

3,09(0,13–70,86) 

 

 

0,392 

0,28 (0,02 - 5,20) 

 

0,999 

4,73090E+08  

(0,00 - *) 

0,999 

0,00 (0,00 - *) 

Não tabagista 3 (8.3)   

 

Etilismo 

  

 

0,785 

0,73(0,08 – 6,75) 

 

 

 

0,757 

1,44 (0,15 - 14,09) 

  

 

Etilista
a 

 

 

30 (81.1) 

0,390 

0,36 (0,04 – 3,69) 

0,790 

0,73 (0,07 – 7,66) 

Não etilista 

 

7 (19.4)     

a: Referência
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IV.  DISCUSSÃO 

O status de metilação (metilado ou não metilado) e os padrões de expressão 

quando expressos em percentagem de metilação trazem novas informações para o 

entendimento dos mecanismos epigenéticos, pois a densidade de metilação está 

diretamente associada com o grau de expressividade do gene.
(78)

 A técnica utilizada no 

presente estudo permitiu separar as amostras nas seguintes taxas de metilação: 0%, até 

10%, maior que 10% até 25% e maior que 25%.   

Das amostras metiladas a maioria encontra-se na faixa de até 10%, o que 

restringe análises de subgrupos por densidade de metilação. Assim, no presente estudo, 

as análises foram realizadas considerando-se a apenas a presença ou ausência de 

metilação conforme estudos realizados em amostras tumorais de cabeça e pescoço.
(66,79-

81)
  

Sabe-se que os processos neoplásicos são complexos e envolvem a ativação de 

oncogenes e/ou silenciamento de genes supressores de tumor por meio de processos 

genéticos e epigenéticos.
(82)

 Em geral, a hipometilação do DNA resulta no aumento da 

instabilidade genômica e ativação de protooncogenes, enquanto a hipermetilação de 

sítios específicos contribui com a tumorigênese por meio do silenciamento de genes 

supressores de tumor.
(42)

 

Diversos membros da família supressora de tumor RASSF são regulados por 

mecanismos epigenéticos específicos que podem resultar no surgimento e progressão do 

câncer.
(83)

 A isoforma RASSF1A encontra-se metilada em vários tumores
(84-87)

 e também 

em lesões pré-neoplásicas.
(83)

 A inativação do gene de reparo MGMT por meio da 

metilação da região promotora, também é um evento frequentemente observado em 

células tumorais
(53,56)

 e em estágios que precedem o desenvolvimento do tumor
(59-60)
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Assim, a investigação da metilação nesses genes torna-se valiosa para o diagnóstico e 

prognóstico do câncer de cabeça e pescoço, em especial na população brasileira na qual 

os estudos são escassos.  

No presente estudo, 50% das amostras tumorais de cabeça e pescoço foram 

metiladas para o gene RASSF1A e 46% para MGMT. Além disso, na maioria dos pares 

de amostras (tecido tumoral e não tumoral) a metilação estava presente apenas no tecido 

tumoral e a análise estatística para os ambos os genes (RASSF1A e MGMT) mostrou 

diferença significante quanto à presença de metilação entre os dois grupos de amostras, 

o que sugere o envolvimento desses genes no processo neoplásico por meio da 

metilação de suas regiões promotoras. 

A hipermetilação do gene RASSF1A é frequente em outros tipos tumorais, como 

neoplasias de fígado, pulmão, próstata e mama.
(84,86,88-90)

 Em câncer de cabeça e 

pescoço a frequência de metilação deste gene varia de 7,5% a 71% entre os estudos em 

diferentes sítios anatômicos.
(65-69)

 No presente estudo, a frequência de tumores 

metilados para o gene RASSF1A (50%) está próxima àquela observada por YANG et al. 

(2011)
(68) 

que foi de 62% em carcinoma de laringe. Quando consideradas apenas as 37 

amostras pareadas, a frequência de metilação foi de 43,2%, que ainda é superior aos 

estudos de Hasegawa et al. (2002)
(65)

, Taioli et al. (2009)
(66)

 e KOUTSIMPELAS et al. 

(2012)
(69)

, que mostram frequências de 7,5%, 12% e 13%, respectivamente, em câncer 

de cabeça e pescoço. 

Em relação ao gene MGMT, a frequência de metilação para as 36 amostras 

pareadas foi de 44,4%, um pouco menor quando considerado o total de tumores 

avaliados (46%). Outros estudos relataram frequência de 23 a 56,4% de metilação em 

câncer espinocelular de cabeça e pescoço.
(55-58)

 Além deste tipo tumoral, Esteller et al. 
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(1999)
(91)

 demonstraram alta frequência de metilação no gene MGMT em tumores de 

cérebro (33%), colorretal (38%), pulmão (24%) e linfomas (25%).  

No presente estudo, em três casos (Tabela 7), foi observada a presença de 

metilação para o gene RASSF1A tanto no tecido tumoral como no tecido adjacente ao 

tumor. É possível sugerir que pela proximidade com o tumor o tecido adjacente possa 

sofrer transformações carcinogênicas, e dentre estas, as transformações epigenéticas. A 

presença de metilação no gene RASSF1A em tecido adjacente ao tumor também foi 

relatada em câncer esofágico
(80)

 e no gene MGMT em carcinoma espinocelular da 

cavidade oral
(58,60)

 Esses autores sugerem que a metilação pode ser útil para o 

prognóstico, pois este evento nas margens cirúrgicas pode representar alterações 

epigenéticas pré-invasivas. Um aspecto relevante é que dos três casos do presente 

trabalho em que foi observada metilação no tecido adjacente pareado, dois tumores 

foram classificados em estágio agressivo (T4N0MX, T2N1M0), o que reforça a 

hipótese de eventos epigenéticos pré-invasivos. Além disso, é possível sugerir que na 

lesão não agressiva, como no outro caso (T1N0M0) do presente estudo, a metilação no 

tecido adjacente possa refletir um estágio pré-invasivo ainda não detectado 

histologicamente. 

Devido à dificuldade de obtenção de amostras de tecido adjacente ao tumor do 

mesmo paciente, foram incluídas no estudo amostras de sangue periférico uma vez que 

estas amostras se mostraram bons controles em outros estudos de metilação, devido à 

similaridade no padrão de metilação entre tecidos não tumorais. Estécio et al. (2007)
(92)

 

mostraram padrão de metilação semelhante entre leucócitos e melanócitos. Outro estudo 

em câncer de cólon mostra que genes de leucócitos ou de tecidos normais do cólon, 

utilizados como controles, apresentam o mesmo padrão de metilação
(93)

 Além disso, 
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dados revelam que apenas 4% dos genes são metilados em leucócitos, e a comparação 

com outros tipos celulares revelou conservação desse padrão, com exceção de esperma, 

onde esses genes não estão metilados.
(94)

 

No presente estudo foi observada metilação no tecido tumoral da cavidade oral e 

sangue periférico para os genes RASSF1A e MGMT em dois casos (Tabelas 6 e 7). 

Taioli et al. (2009)
(66)

 também observaram metilação no MGMT em uma amostra de 

sangue periférico de um paciente com câncer de células escamosas na cavidade oral 

com estadiamento T4N0M0. Esses autores sugerem que este achado pode ser resultante 

da circulação de células tumorais no sangue periférico, uma vez que o câncer encontra-

se em estadiamento agressivo.  

O caso metilado para RASSF1A em ambos os tecidos (tumoral e sangue 

periférico) do presente estudo, apresentou estadiamento tumoral agressivo (T4N0M0) 

enquanto o outro, metilado para MGMT, foi T2N0M0, portanto, não é possível concluir 

que a presença de metilação no sangue periférico possa representar migração das células 

tumorais. Além disso, um caso mostrou metilação para o RASSF1A apenas no sangue 

periférico. Vale salientar que, segundo Marsit et al. (2009)
(79)

, os padrões de metilação 

de tecidos não tumorais de indivíduos com câncer diferem daqueles de indivíduos 

sadios. Assim, a análise de amostras de tecido não tumorais, incluindo o sangue 

periférico, de indivíduos saudáveis, bem como a análise de amostras sanguíneas de 

todos os pacientes do presente estudo, poderiam fornecer dados mais precisos, 

entretanto, foi uma limitação do presente estudo. 

Em relação à análise dos fatores epidemiológicos e de risco, o presente estudo 

não evidenciou associação entre metilação nos genes RASSF1A e MGMT e a idade, o 

gênero e os hábitos tabagista e etilista.  
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Há evidências na literatura que a redução nos níveis de metilação do genoma 

está relacionado ao envelhecimento
(95)

, entretanto, embora a mediana de idade dos 

indivíduos do presente estudo tenha sido de 61 anos não foi observada associação desta 

variável com a metilação nos genes estudados. 

Em relação ao sexo, os estudos epigenômicos estão voltados ao entendimento 

das diferenças no neurodesenvolvimento. A diferenciação sexual do cérebro por meio 

de eventos epigenômicos é um conceito emergente. Estudos têm relatado diferenças de 

metilação entre os sexos em promotores relacionados à exposição ao estradiol em ratos 

adultos.
(96,97)

 Mais recentemente, o estudo de Kurian et al. (2010)
(98)

 demonstrou 

diferenças entre os sexos quanto a metilação da região promotora do receptor de 

estrogênio (ER) dentro da área pré-óptica do hipotálamo de rato em desenvolvimento; 

os machos exibiram maior frequência de metilação no promotor do ER do que as 

fêmeas. Além disso, esses autores observaram que a exposição precoce ao estradiol 

pode contribuir para as diferenças nos padrões de metilação do DNA entre os sexos e 

sugerem que esta exposição pode convergir o genoma a organizar diferenças sexuais 

duradoura no cérebro via diferenciação epigenética.  

No presente estudo, o sexo masculino foi o mais representativo, com frequência 

de 88,10%, o que está de acordo com os estudos em câncer de cabeça e pescoço que 

mostram que os homens são mais acometidos por este tipo tumoral
(7)

, entretanto a 

presença de metilação nos genes estudados não foi associada ao gênero do indivíduo. 

Há necessidade de trabalhos futuros para definir o estabelecimento e as consequências 

da diferenciação epigenômica entre os sexos, em especial em outros genes não 

relacionados ao neurodesenvolvimento. 
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O estilo de vida, como hábitos etilista e tabagista, parece influenciar as 

mudanças epigenéticas que contribuem com o processo de tumorigênese. O estudo de 

Marsit et al. (2009)
(79)

, em câncer de cabeça e pescoço, que avaliou o perfil de metilação 

de 1.413 regiões GpG em 773 genes autossômicos, por meio de metodologia de array, 

demonstrou uma associação significante entre o perfil de metilação e a exposição ao 

tabaco e álcool. Além disso, esses autores observaram que os indivíduos com maior 

intensidade de exposição ao tabaco e ao álcool foram representados por indivíduos com 

idade mais avançada. Assim, sugerem que os padrões de metilação exibidos por este 

grupo de indivíduos podem ter sido influenciados por estas exposições e que estes 

indivíduos são menos susceptíveis à doença, uma vez que um período maior de 

exposição seria necessário para desenvolvimento da doença.   

Um outro estudo, em câncer colorretal com os genes RASSF1A e MGMT, 

utilizando a técnica de MSP (Methylation Specific Polymerase Chain Reaction), 

mostrou associação de ingestão de álcool e exposição ao tabaco com a presença de 

metilação no gene MGMT.
(99)

  

No presente estudo a presença de metilação com a exposição de tabaco ou 

ingestão de bebida alcoólica não apresentou associação estatiscamente significante, mas 

vale ressaltar que a percentagem de indivíduos fumantes foi maior que 90% e de 

etilistas foi de aproximadamente 76%. De fato, existe uma forte evidência de que estes 

fatores (tabaco e álcool) contribuem para o desenvolvimento do câncer de cabeça e 

pescoço.
(14,100)

 No entanto, estudos adicionais são necessários para esclarecer se estas 

exposições estão diretamente relacionadas às modificações dos padrões epigenéticos. 

Em relação à análise dos parâmetros clínicos, no presente estudo a análise 

univariada mostrou que a ausência de linfonodos comprometidos foi associada com a 
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metilação dos genes MGMT e RASSF1A. Considerando o papel dos genes estudados no 

processo carcinogênico, era esperado que o silenciamento dos mesmos, por meio da 

metilação, resultaria na progressão da lesão e, consequentemente no aumento do 

número de linfonodos, o que estaria de acordo com o estudo de Pierini et al. (2013)
(101)

 

em  câncer de laringe que observou associação entre a presença de metilação nos genes 

MGMT, CDKN2A, MLH1, DAPK, com a presença de linfonodos comprometidos.  

Nos estudos de Fendri et al. (2009)
(102)

 e Mao et al. (2011)
(80)

 em câncer de 

nasofaringe também foi observada uma associação entre a presença de hipermetilação 

do gene RASSF1A e envolvimento de nódulos linfáticos regionais. Além disso, esses 

autores mostraram que a metilação deste gene foi associação à diferenciação histológica 

e ao estadiamento do tumor. 

Vale salientar que no presente estudo a associação entre metilação e ausência de 

linfonodos não foi confirmada por meio da regressão logística múltipla e que nesta 

análise não se evidencia a influência de qualquer variável avaliada na metilação das 

regiões promotoras dos genes MGMT e RASSF1A das amostras de câncer de cabeça e 

pescoço, o que está de acordo com o estudo de Taioli et al. (2009) realizado em 88 

amostras de carcinoma de cavidade oral e de faringe.  

A análise dos padrões de metilação nos diferentes sítios anatômicos de 

ocorrência primária, no presente estudo, mostrou metilação do gene MGMT em tumores 

da cavidade oral e faringe e metilação do gene RASSF1A na laringe. TAIOLI et al. 

(2009)
(66)

 também demonstram metilação do gene MGMT no câncer oral e de faringe e 

sugerem este evento epigenético como um possível biomarcador prognóstico para este 

tipo tumoral, uma vez que associam a metilação desse gene com a sobrevida e 
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recorrência do tumor. Nosso achado em câncer de laringe também corrobora outros 

estudos que demonstram hipermetilação do gene RASSF1A neste tipo tumoral.
(68,103)

 

As alterações epigenéticas mostram-se importantes para o entendimento do 

processo carcinogênico e, no futuro, poderão contribuir para o diagnóstico, prognóstico 

e tratamento de tumores
(79,81)

 Deste modo, torna-se evidente a necessidade de estudos 

adicionais para a ampliação do conhecimento a respeito dos padrões de metilação no 

câncer de cabeça e pescoço.                               
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V.  CONCLUSÃO 

 

1. A presença de metilação nas regiões promotoras dos genes RASSF1A e MGMT 

apenas no tecido tumoral da maioria dos pares de amostras (tecido tumoral e não 

tumoral) sugere o envolvimento desses genes no processo neoplásico de cabeça 

e pescoço por meio da inativação epigenética, em especial do gene MGMT em 

tumores da cavidade oral e faringe e do gene RASSF1A na laringe. 

2. A presença de metilação na região promotora do gene RASSF1A tanto no tecido 

tumoral como no tecido adjacente a tumores com estadiamento agressivo sugere 

que este evento nas margens cirúrgicas possa representar alterações epigenéticas 

pré-invasivas.  

3. A presença de metilação nas regiões promotoras dos genes RASSF1A e MGMT 

no tecido tumoral da cavidade oral e no sangue periférico, observada em dois 

casos, não permite concluir que este achado possa representar migração das 

células tumorais no sangue periférico, uma vez que um caso encontra-se em 

estadiamento agressivo e o outro não. 

4. Não há associação entre metilação nas regiões promotoras dos genes RASSF1A e 

MGMT e a idade, o gênero, os hábitos tabagista e etilista e os parâmetros 

clínicos do tumor na casuística estudada. 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

(Conselho Nacional de Saúde, resolução 196/96) 

 

Título da Pesquisa: Mecanismos de splicing, padrão de metilação do DNA e 

instabilidade genômica em câncer de cabeça e pescoço. 

Pesquisadora Responsável: ______________________ 

 

Eu...................................................................................................RG................................ 

nascido(a) em ......../......./....... e domiciliado(a) à 

...................................................................................................................., município de 

.....................................................usuário (a) (ou responsável legal pelo 

usuário)...............................................................................................................................,  

declaro que consinto em participar como voluntário (a) do projeto de pesquisa 

“Mecanismos de splicing, padrão de metilação do DNA e instabilidade genômica 

em câncer de cabeça e pescoço” e que também fui satisfatoriamente esclarecido(a) 

que:  

   

A) O objetivo do estudo é investigar o material genético de tumores de pacientes 

com câncer de cabeça e pescoço. Para tanto, será utilizado um fragmento do tecido 

retirado durante a sua cirurgia e que se encontra estocado no Serviço de Patologia do 

Hospital de Base; B) o material será identificado no laboratório por código formado por 

números e letras e, portanto, minha privacidade e identidade serão preservadas; C) todas 

as informações obtidas por meio da história clínica e os resultados serão mantidos em 

sigilo e que, estes só serão utilizados para divulgação em reuniões e revistas científicas; 

D)se eu concordar em participar desta pesquisa não terei quaisquer benefícios ou 

direitos financeiros sobre os eventuais resultados decorrentes da pesquisa. Se eu não 

concordar ou decidir retirar meu consentimento em qualquer momento, minha decisão 

não influenciará, de modo algum, o meu tratamento; E) esse estudo é importante 

porque pode colaborar para o conhecimento científico dos mecanismos envolvidos no 

desenvolvimento do tumor; F) Os resultados serão divulgados após a conclusão do 

estudo em forma de artigos científicos ou trabalhos apresentados em congressos. 

Declaro que, após ter convenientemente esclarecido pelo pesquisador, consinto 

em participar livre e espontaneamente deste estudo sem que tenha sido submetido a 

qualquer tipo de pressão. Assim, consinto em participar do projeto de pesquisa em 

questão. 

 

RG do prontuário médico: 

Data:......../......../.............         Assinatura:................................................... 

  
Declaração de responsabilidade: Expliquei a natureza, objetivos, riscos e benefícios deste 

estudo. Coloquei-me a disposição para perguntas e respondi a todas. Obtive o consentimento de 

maneira livre e me coloquei à disposição para esclarecimento de qualquer dúvida sobre o estudo 

pelo endereço abaixo indicado. 

 
 

Pesquisador responsável: 

Data:......../......../.............        Assinatura:.................................................



 

 

 


