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RESUMO 

O câncer oral, cujo principal tipo histológico é o carcinoma escamocelular, é o subtipo 

de maior prevalência, agressividade e pior prognóstico da região cabeça e pescoço.  

Seu principal fator etiológico é o consumo combinado de tabaco e álcool. Diversos 

estudos indicam a importância dos processos epigenéticos para o desenvolvimento 

desta neoplasia. As chamadas ilhas CpG são regiões importantes para o controle da 

transcrição gênica, através do processo de metilação. Os fatores de risco para o 

carcinoma escamocelular oral (CEO) podem contribuir para alterações no padrão de 

metilação do DNA de células normais. O gene MGMT, considerado um supressor 

tumoral, codifica uma enzima de reparo do DNA que remove adutos de alquila da 

posição O6 da guanina no DNA e protege as células contra efeitos mutagênicos, 

carcinogênicos e citotóxicos de agentes alquilantes. Este trabalho teve como objetivo 

verificar o perfil de metilação do promotor do gene MGMT por MS-PCR (Methylation-

Specific Polymerase Chain Reaction) em pacientes com CEO na população do 

Espírito Santo e correlacionar com características clinicopatológicas dos pacientes. 

Foram analisadas 83 amostras, das quais 20,48% estavam hipermetiladas. Unindo 

dados da literatura, isto indica que a hipermetilação desse gene é frequente e 

característica em células tumorais. Houve correlação significativa entre a 

hipermetilação do gene MGMT e o sítio anatômico de cavidade oral (p=0,0234). Nesta 

região, é possível que o silenciamento epigenético de MGMT combinado com o 

contato direto com os fatores de risco tenha efeito potencializador do desenvolvimento 

de tumores de CEO. Os resultados obtidos por este trabalho indicam que a 

hipermetilação do promotor do MGMT pode ser um biomarcador prognóstico fiável 

para o CEO. 

 

 

Palavras-chave: câncer oral; câncer escamocelular oral; epigenética do câncer; 

hipermetilação; MGMT; MS-PCR. 
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1. Introdução 

 

 

O câncer de cavidade oral e orofaringe está incluído no grupo do câncer de cabeça e 

pescoço (COLOMBO E RAHAL, 2009). O câncer de cabeça e pescoço ocupa a quinta 

posição na lista das neoplasias mais frequentes com uma incidência mundial estimada 

de 780.000 novos casos por ano (COLOMBO E RAHAL, 2009). 

Segundo Oliveira et al. (2006), aproximadamente 10% dos tumores malignos que 

ocorrem no corpo humano estão localizados na boca. O câncer oral é o sexto mais 

incidente no mundo e possui altas taxas de mortalidade (OLIVEIRA et al., 2006). 

Excluindo-se o câncer de pele, o câncer oral pode ser considerado o mais comum da 

região de cabeça e pescoço (38%) e ocorre geralmente em homens após a quinta 

década de vida (OLIVEIRA et al., 2006; JOHNSON et al., 2011). 

No Brasil, a estimativa para 2014 foi de 11.280 (11,54 a cada 100 mil) casos novos de 

câncer da cavidade oral em homens e 4.010 (3,92 a cada 100 mil) em mulheres (INCA, 

2014). Na região sudeste, sem considerar os tumores de pele não melanoma, o câncer 

da cavidade oral é o quarto mais frequente em homens (15,48/ 100 mil) e o nono mais 

frequente em mulheres (4,88/ 100 mil) (INCA, 2014). Para o Espírito Santo, em 2014 

foram estimados 290 novos casos em homens e 110 em mulheres (INCA, 2014). Para 

a capital, foram estimadas 20 novas ocorrências em homens e menos de 15 em 

mulheres (INCA, 2014).  

Cerca de 95% dos casos desse tipo de câncer correspondem ao tipo histológico de 

carcinoma escamocelular (OLIVEIRA et al., 2006). O Carcinoma Escamocelular Oral 

(CEO) é o tipo de tumor mais prevalente e agressivo da região de cabeça e pescoço 

e com o pior prognóstico (PAPAGERAKIS et al., 2014). Apesar dos avanços nos métodos 

diagnósticos e modalidades de tratamento combinadas, a taxa de sobrevida não 

melhorou significativamente ao longo dos últimos 30 anos e continua a ser uma das 

mais baixas entre os principais tipos de câncer (PAPAGERAKIS et al., 2014). Isto se deve 

em parte à ausência de biomarcadores de diagnóstico precoce bem estabelecidos e 

pelo número limitado de estratégias terapêuticas molecularmente direcionadas (YAN 

et al., 2011). Além disso, segundo Barnes et al. (2005), tumores pequenos de cavidade 
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oral e orofaringe são muitas vezes assintomáticos ou podem apresentar sintomas 

vagos e sinais mínimos. 

De acordo com Colombo & Rahal (2009), o principal fator etiológico para o 

desenvolvimento de Câncer Escamocelular de Cabeça e Pescoço (CECP) é o 

consumo combinado de tabaco e álcool. Outros elementos têm demonstrado, de 

maneira menos expressiva, importância para o surgimento do CEO, como infecções 

por HPV, principalmente pelo tipo 16, exposição à radiação UVA solar (câncer de 

lábio) e dieta (INCA, 2014). 

Atualmente é amplamente aceito que a oncogênese é resultado de uma interação 

entre alterações genéticas e epigenéticas (MIKESKA E CRAIG, 2014). Eventos 

epigenéticos são definidos como mudanças hereditárias na expressão gênica que não 

são acompanhadas por mudanças na sequência de DNA (JONES E BAYLIN, 2007).  

A metilação do DNA é uma das modificações epigenéticas mais estudadas em 

mamíferos e uma das mais estáveis (ZUO et al., 2009; SHARMA et al., 2010). A 

ocorrência de falhas na manutenção adequada de marcas epigenéticas pode resultar 

em ativação ou inativação inapropriada de várias vias sinalizadoras e levar a doenças 

como o câncer (SHARMA et al., 2010).  

A metilação do DNA proporciona um mecanismo estável de silenciamento gênico que 

desempenha um importante papel na regulação da expressão gênica e arquitetura da 

cromatina (SHARMA et al., 2010). No genoma dos mamíferos, essa modificação ocorre 

quase que exclusivamente em resíduos de citosina que precedem guanina, chamados 

dinucleotídeos CpG (GAL-YAM et al., 2008). Esses dinucleotídeos estão concentrados 

em pequenas extensões do DNA chamadas de “ilhas CpG” que ocupam 

aproximadamente 60% dos promotores de genes humanos, e em outras grandes 

regiões de sequências repetitivas CpNpG (onde N indica qualquer outro nucleotídeo) 

(SHARMA et al., 2010). Estima-se que cerca de 90% das ilhas CpG estão desmetiladas 

em tecidos somáticos, de forma que a expressão dos genes que contêm essas ilhas 

pode ocorrer normalmente (GAL-YAM et al., 2008). Entretanto, sob algumas 

circunstâncias, ilhas CpG tornam-se metiladas, resultando em silenciamento gênico a 

longo prazo (GAL-YAM et al., 2008). 
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A iniciação e progressão do câncer estão acompanhadas por profundas mudanças na 

metilação do DNA, sendo que as hipermetilações sítio-específicas contribuem para a 

tumorigênese por silenciamento de genes supressores de tumor (SHARMA et al., 2010). 

Em adição à inativação direta de genes supressores de tumor, a hipermetilação do 

DNA também pode afetar a expressão de classes adicionais de genes por 

silenciamento de fatores de transcrição e genes de reparo de DNA (SHARMA et al., 

2010). 

A enzima O6-metilguanina DNA metiltransferase (Mgmt) atua no reparo do DNA 

removendo adutos de O6-alquilguanina (O6-AlqG) resultantes da exposição a agentes 

alquilantes ambientais e terapêuticos (XU et al., 2014). A proteína Mgmt também é 

capaz de reparar o aduto de DNA mutagênico e carcinogênico de O4-metiltimina (O4-

AlqT), mas em menor escala (LAMB et al., 2014; XU et al., 2014). A Mgmt remove 

danos de alquilação da posição O6 da guanina (ou da posição O4 da timina) por uma 

transferência irreversível (LAMB et al., 2014). 

As O6-AlqGs de forma geral causam mutações que têm sido observadas 

frequentemente em diferentes tipos de câncer (XU et al., 2014). Desta forma, baixos 

níveis da proteína Mgmt podem desempenhar um papel importante na carcinogênese 

por exposição a agentes alquilantes (RAMALHO-CARVALHO et al., 2013; XU et al., 2014). 

Da mesma forma, altos níveis de Mgmt protegem as células contra mutações 

induzidas por tais agentes (XU et al., 2014).  

Aparentemente, a regulação negativa do gene MGMT presente em tumores se deve 

em grande parte à metilação aberrante do promotor (RAMALHO-CARVALHO et al., 2013). 

Um largo espectro de tumores humanos tem sido relacionado à hipermetilação do 

MGMT, como gliomas, linfomas, câncer de cólon, câncer de cabeça e pescoço, câncer 

de testículo e retinoblastomas (RAMALHO-CARVALHO et al., 2013). 

Compostos N-nitrosos são agentes alquilantes formados a partir da reação de um 

nitrito ou óxidos de nitrogênio com uma amina secundária e N-alquilamidas, 

produzindo N-alquilnitrosaminas e N-alquilnitrosamidas (FAHRER E KAINA, 2013). 

Esses compostos, em especial as N-alquilnitrosaminas, são encontrados em bebidas 

como cervejas e em alimentos, incluindo peixe defumado, bacon, salsichas e queijo 

(FAHRER E KAINA, 2013). Outras fontes exógenas de compostos N-nitrosos são 
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cosméticos contaminados com N-nitrosodietanolamina e cigarros que contêm N-

nitrosodimetilamina e nitrosaminas específicas do tabaco (FAHRER E KAINA, 2013). 

Dentre os compostos N-nitrosos, as nitrosaminas específicas do tabaco podem 

interagir diretamente com o DNA em vários locais, formando 13 tipos diferentes de 

adutos (ZUO et al., 2004). Dentre eles, os mais biologicamente relevantes são O6-AlqG 

e O4-AlqT (ZUO et al., 2004). Devido a uma similaridade estrutural, a DNA polimerase 

pode confundir O6-AlqG e O4-AlqT com as bases normais adenina e citosina, 

respectivamente (ZUO et al., 2004). Desta forma, se o dano não for reparado haverá 

a formação da mutação de ponto de transição G:C  A:T ou A:T  G:C (ZUO et al., 

2004). A inserção da O6-AlqG na cadeia de DNA causa uma quebra na dupla fita e 

um mal pareamento (THON et al., 2013). Desta forma, o MGMT protege as células 

contra mutagênese e transformações malignas ao remover os grupos alquila das 

guaninas (RAMALHO-CARVALHO et al., 2013). 

Assim, este trabalho teve como objetivo determinar o perfil de metilação do gene 

MGMT, considerado um supressor tumoral, e sua relação com fatores 

clinicopatológicos em amostras de tecidos tumorais de pacientes com câncer oral. 

Isso permitirá entender melhor a relação entre a hipermetilação desse gene e o CEO, 

o que poderá auxiliar na elaboração de estratégias de tratamento para a doença. O 

fato de aberrações epigenéticas, diferente das mutações genéticas, serem 

potencialmente reversíveis e poderem ser restauradas ao seu estado normal por 

terapia epigenética, torna tais iniciativas promissoras e terapeuticamente relevantes 

(SHARMA et al., 2010).  
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2. Revisão de literatura 

 

 

2.1. Câncer oral 

 

 

 

2.1.1. Definições e estatísticas 

 

 

O câncer oral é um tipo de câncer de cabeça e pescoço incluso dentre os tumores 

malignos situados no trato aerodigestivo superior (BARNES et al., 2005). Cerca de 95% 

destes tumores correspondem ao tipo histológico de carcinoma escamocelular 

(OLIVEIRA et al., 2006).  

O Carcinoma Escamocelular (CE) é um neoplasma epitelial invasivo que varia no grau 

de diferenciação escamosa (BARNES et al., 2005). Esse tipo de malignidade epitelial 

ocorre em órgãos normalmente cobertos com epitélio escamocelular como os lábios 

e a boca (YAN et al., 2011). Dada a variedade de tecidos em que pode surgir, o CE 

representa o tipo de câncer mais comum capaz de propagação metastática em todo 

o mundo (MARINKOVICH, 2007). Esse comportamento metastático não pode ser 

previsto pelo tamanho do tumor, padrão histológico ou mesmo por 

expressão/atividade de um gene ou proteína individual (PAPAGERAKIS et al., 2014).  

O Carcinoma Escamocelular Oral (CEO) é o tipo de tumor mais prevalente e agressivo 

da região de cabeça e pescoço e com o pior prognóstico (PAPAGERAKIS et al., 2014). 

Apesar dos avanços nos métodos diagnósticos e modalidades de tratamento 

combinadas, a taxa de sobrevida não melhorou significativamente ao longo dos 

últimos 30 anos e continua a ser uma das mais baixas entre os principais tipos de 

câncer (PAPAGERAKIS et al., 2014). Isto se deve em parte à ausência de biomarcadores 

de diagnóstico precoce e pelo número limitado de estratégias terapêuticas 

molecularmente direcionadas (YAN et al., 2011). 
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Cerca de dois terços dos cânceres orais ocorrem na cavidade oral (lábio, língua, 

assoalho bucal, palato, gengiva e mucosa bucal), enquanto que o restante ocorre na 

orofaringe (PAPAGERAKIS et al., 2014). A distinção entre cavidade oral e orofaringe é 

de extrema importância, visto que há variação nas características clínicas, no 

prognóstico da lesão e na sensibilidade à radioterapia (OLIVEIRA et al., 2006). 

A cavidade oral propriamente dita compreende o espaço delimitado pelos dentes e 

gengiva e estende-se desde os lábios até as dobras palatoglossais (BARNES et al., 

2005). Ela é limitada inferiormente, pelo assoalho da boca e da língua e superiormente 

pelo palato duro (BARNES et al., 2005). Tem sido relatado que 75% dos CEO surgem 

em uma área que compreende o assoalho da boca e a mucosa lingual adjacente, 

sulco sublingual e região retromolar (BARNES et al., 2005). Esta região constitui apenas 

cerca de 20% da área total da mucosa (BARNES et al., 2005).  

Um estudo realizado no Brasil por Oliveira et al. (2006) obteve como resultado que as 

regiões anatômicas geralmente mais afetadas pelo câncer oral são a língua (27,9%), 

o assoalho bucal (27,1%), o lábio inferior (17,9%) e o palato (14,7%). Estudos também 

têm observado que a borda lateral da língua e o assoalho bucal são os locais mais 

críticos para a transformação maligna (BITTAR et al., 2010). Além disso, o carcinoma 

de língua é mais agressivo do que em qualquer outro sítio bucal (BITTAR et al., 2010). 

Essas áreas de alta ocorrência de CE têm sido chamadas de "áreas de drenagem", 

pois acredita-se que quaisquer substâncias cancerígenas presentes na boca ali se 

acumulem antes de ser engolidas (BARNES et al., 2005).  

A região da orofaringe compreende o palato mole, base da língua, região tonsilar e 

faringe posterior (OLIVEIRA et al., 2006). O CE nesses locais podem invadir 

profundamente tecidos subjacentes como a base da língua e a parede lateral da 

faringe (BARNES et al., 2005). Eles também têm uma tendência especial de se 

estenderem para a nasofaringe (BARNES et al., 2005). 

O câncer de cavidade oral é considerado um problema de saúde pública em todo 

o mundo (INCA, 2014). A última estimativa mundial apontou que ocorreriam cerca de 

300 mil casos novos e 145 mil óbitos, para o ano de 2012, por câncer de boca e lábio 

(FERLAY et al., 2015). Para a maioria dos países, taxas de sobrevida em 5 anos para 

cânceres de língua, cavidade oral e orofaringe estão por volta de 50% 
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(WARNAKULASURIYA, 2009). Entretanto, há uma ampla variação nas taxas de incidência 

e mortalidade do câncer oral em diferentes regiões ao redor do mundo (BITTAR et al., 

2010). Países em desenvolvimento concentram a maior parte da ocorrência desse tipo 

de câncer, assim como cerca de dois terços das mortes, quando comparados com 

países desenvolvidos (WHO, 2008; PETERSEN, 2009). As mais altas taxas de incidência 

foram observadas em populações da Melanésia, do Centro-Sul Asiático, da Europa 

Oriental, Central (principalmente Hungria) e Ocidental (França, em especial), da África 

e da América Central (JOHNSON et al., 2011; INCA, 2014). Também tem sido evidente 

ao longo de décadas que há uma incidência muito alta de câncer oral no sul da Ásia 

e de cavidade oral mais câncer de nasofaringe no Sudeste da Ásia (JOHNSON et al., 

2011). Na Índia, Bangladesh, Paquistão e Sri Lanka, a cavidade oral é o local mais 

comum para o câncer, sendo responsável por cerca de um terço de todos os cânceres 

(JOHNSON et al., 2011). Mais de 180.000 casos de câncer oral ocorrem todos os anos 

no Sul e no Sudeste da Ásia, com uma má perspectiva de sobrevida (JOHNSON et al., 

2011).  

As taxas de incidência de câncer oral em homens variam de 1 a 10 casos por 100.000 

habitantes em muitos países (PETERSEN, 2009). No centro-sul da Ásia, o câncer da 

cavidade bucal está entre os três tipos mais comuns de câncer (PETERSEN, 2009). Na 

Índia, a taxa de incidência de câncer bucal padronizada por idade é cerca de 12,6 por 

100.000 habitantes (PETERSEN, 2009). De acordo com Johnson et al. (2011), a ampla 

variação entre os países e regiões são principalmente devido a diferenças nas 

características sócio demográficas, o tipo e padrão de uso de tabaco, considerado um 

dos principais fatores de risco para a doença,  e definições clínicas da doença. 

Em todo o mundo, o câncer oral ocorre de forma predominante em homens (OLIVEIRA 

et al., 2006). De acordo com Ferlay et al. (2015), a incidência estimada desse tipo de 

câncer no mundo em 2012 foi de 2,7% em homens e de 1,5% em mulheres. Da 

mesma forma, o número de mortes estimadas neste mesmo ano foi de 2,1% em 

homens e 1,3% em mulheres (FERLAY et al., 2015). Segundo Petersen (2009), a taxa 

de mortalidade devido a câncer de cavidade oral padronizada por idade também é 

geralmente maior para homens do que mulheres.  A variação na estimativa de 

incidência e morte é mais acentuada em países menos desenvolvidos em relação a 

países desenvolvidos (FERLAY et al., 2015). 
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Tem sido observado, contudo, um declínio nas taxas de mortalidade por câncer da 

cavidade oral em populações masculinas (INCA, 2014). O mesmo não foi constatado 

entre populações femininas (INCA, 2014). Além disso, mesmo que as taxas de câncer 

oral sejam mais baixas entre as mulheres, há um aumento constante em alguns países 

da Europa como a Hungria, Bélgica, Dinamarca e Eslováquia (JOHNSON et al., 2011). 

O câncer oral é uma doença que ocorre geralmente após a quinta década de vida 

(JOHNSON et al., 2011). A média de idade de apresentação é na quinta e sexta décadas 

iniciais em populações asiáticas, enquanto que na população norte-americana ocorre 

geralmente na sétima e oitava décadas (JOHNSON et al., 2011). Oliveira et al. (2006) 

observaram em seu estudo que o tempo de sobrevida é menor em pacientes com 

mais de 60 anos. Entretanto, estudos têm sugerido que 4-6% dos cânceres orais agora 

ocorrem em idades mais jovens que 40 anos (JOHNSON et al., 2011). Esse aumento 

considerável na incidência de cânceres orais entre as pessoas mais jovens tem sido 

relatada em muitas partes do mundo (JOHNSON et al., 2011). 

No Brasil, estimou-se no ano de 2014, 11.280 (11,54 a cada 100 mil) casos novos de 

câncer da cavidade oral em homens e 4.010 (3,92 a cada 100 mil) em mulheres (INCA, 

2014). Na região sudeste, sem considerar os tumores de pele não melanoma, o câncer 

da cavidade oral é o quarto mais frequente em homens (15,48/ 100 mil) e o nono mais 

frequente em mulheres (4,88/ 100 mil) (INCA, 2014). 

Foram estimados para o Espírito Santo em 2014, 290 novos casos em homens e 110 

em mulheres (INCA, 2014). Para a capital, foram estimadas 20 novas ocorrências em 

homens e menos de 15 em mulheres (INCA, 2014).  
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2.1.2. Fatores de risco 

 

 

O conhecimento dos fatores de risco constitui a base para uma prevenção efetiva de 

uma doença (OLIVEIRA et al., 2006). Mesmo sendo o câncer de boca uma doença 

multifatorial, o tabaco e o álcool são os dois fatores de risco mais importantes não só 

para o desenvolvimento da neoplasia, como também para seu prognóstico (OLIVEIRA 

et al., 2006). 

O uso de tabaco é considerado o fator de risco mais importante para o 

desenvolvimento de CEO (SAMAN, 2012). O tabaco é consumido de diversas formas: 

cigarros, charutos, cachimbos e tabaco fumado, como rapé bucal seco ou úmido 

(JOHNSON et al., 2011). De acordo com Bittar et al. (2010), usuários de tabaco - 

fumado, mascado ou ambos - desenvolveram mais lesões orais com uma incidência 

anual de cerca de 5,2 a 30,2 a cada 1.000 pessoas, enquanto não-usuários 

desenvolveram um menor número, variando de 0,6 a 5,8 a cada 1.000 por ano. 

Estudos têm relatado que o risco aumenta de acordo com o tempo que a pessoa fuma 

e com o número de cigarros fumados por dia (INCA, 2014). 

O tabaco fumado contém mais de 60 produtos carcinógenos de combustão (JOHNSON 

et al., 2011). Em particular, nitrosaminas específicas do tabaco [principalmente N-

nitrosonornicotina (NNN) e 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona (NNK)] e 

hidrocarbonetos aromáticos policíclicos têm sido atribuídos ao câncer do trato aero-

digestivo superior (JOHNSON et al., 2011). Células epiteliais bucais humanas (em 

cultura) são capazes de metabolizar NNK, considerado um potente carcinógeno 

(JOHNSON et al., 2011). De fato, a formação de adutos macromoleculares de DNA 

resultantes do metabolismo de NNK está correlacionada com a carcinogênese em 

modelos animais (JOHNSON et al., 2011). O fumo do tabaco também causa estresse 

oxidativo a tecidos e uma atividade carcinogênica é geralmente exercida por meio de 

adutos de DNA (JOHNSON et al., 2011). Além do próprio DNA, espécies reativas de 

oxigênio também podem danificar proteínas, lipídeos e carboidratos (JOHNSON et al., 

2011). Danos menores no DNA podem resultar de mutações que podem fazer parte 

da cadeia causal da transformação maligna, ao passo que danos persistentes podem 

resultar em outras perturbações de controle do ciclo celular (JOHNSON et al., 2011). 
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As altas taxas de incidência de CEO para ambos os sexos do Sudeste da Ásia e de 

alguns países africanos estão diretamente relacionadas com os comportamentos de 

risco, como o tabagismo e uso do álcool (PETERSEN, 2009). O hábito de fumo do 

tabaco tem sido apontado como uma das principais causas das taxas de incidência 

extremamente altas na população relativamente pequena da Melanesia (JOHNSON et 

al., 2011). Também no Sul e Sudeste da África, o tabaco de mascar e de fumar são 

responsáveis por cerca 90% da grande ocorrência do câncer oral nessas regiões 

(JOHNSON et al., 2011). O uso do tabaco também pode explicar parcialmente o 

aumento da incidência do câncer escamocelular oral em pessoas com idades 

inferiores a 40 anos (JOHNSON et al., 2011). 

O uso de álcool também apresenta-se como um fator de risco de grande destaque 

para o desenvolvimento do CEO (INCA, 2014). Já foi observado que o consumo de 

bebidas alcoólicas aumenta o risco de lesões pré-malignas orais em quem nunca usou 

tabaco, bem como em quem usa atualmente o tabaco ou que já usou alguma vez na 

vida (GUO et al., 2011). Isto demonstra que sua ação carcinogênica atua de forma 

independente ao uso do tabaco. O consumo de álcool, incluindo o chamado "bebedor 

social", é um importante problema de saúde pública em todo o mundo e tem uma 

associação mais forte com câncer oral do que com os cânceres de outros órgãos (GUO 

et al., 2011; JOHNSON et al., 2011). Quase 2 bilhões de adultos consomem bebidas 

alcoólicas regularmente, com um consumo médio diário de 13 g de etanol (entre um 

e dois drinques por dia) (JOHNSON et al., 2011). Estudos que tentaram estimar a 

diferença entre vinho, cerveja e licores rígidos geralmente indicam que o consumo 

elevado de todos os tipos de bebida alcoólica confere risco (BARNES et al., 2005). A 

quantidade total de etanol e a duração do consumo de álcool são fatores mais 

importantes do que o tipo ou a constituição de bebida alcoólica (GUO et al., 2011). 

Também já foi demonstrado que o risco no desenvolvimento de CEO aumenta quanto 

maior for a frequência de ingestão de bebidas alcoólicas (INCA, 2014). 

A forma pela qual o etanol pode promover o câncer oral ainda não é clara (GUO et al., 

2011). O estudo dos efeitos do consumo de álcool na cavidade oral encontra uma 

série de dificuldades, pois os indivíduos geralmente ingerem diferentes graduações 

alcoólicas e são imprecisos ao informar a respeito das doses ingeridas, quando 

questionados (CARRARD et al., 2008). Desta forma, mesmo que sejam conhecidos 
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alguns mecanismos por meio dos quais o álcool provoca alterações, ainda não existe 

uma completa compreensão de como eles podem modificar a mucosa bucal no 

sentido de desenvolver um CE (CARRARD et al., 2008). 

Sabe-se que as principais enzimas que metabolizam o álcool são a álcool 

desidrogenase (ADH), que oxida o etanol a acetaldeído, e aldeído desidrogenase 

(ALDH), que converte acetaldeído em acetato, como esquematizado na Figura 1 

(JOHNSON et al., 2011). A mucosa bucal não é local preferencial para a degradação do 

álcool, mas alguma quantidade é absorvida e metabolizada em nível tecidual durante 

a deglutição (CARRARD et al., 2008). Além disso, como a atividade da ALDH é baixa 

na boca, pode haver acúmulo de acetaldeído no epitélio bucal (CARRARD et al., 2008). 

O acetaldeído é responsável pelo efeito carcinogênico oral do etanol, devido aos seus 

múltiplos efeitos mutagênicos sobre o DNA (JOHNSON et al., 2011). Dentre esses 

efeitos pode-se citar a capacidade de provocar a quebra da dupla fita de DNA e de 

formar complexos (adutos) com diferentes moléculas, principalmente com proteínas, 

o que compromete o metabolismo celular (CARRARD et al., 2008). A capacidade de 

degradação do álcool pode variar, já que há diferentes isoformas de ADH e ALDH, 

codificadas por diferentes genes. Com isso, um acúmulo de acetaldeído pode ocorrer 

em quantidades maiores ou menores de álcool, dependendo do tipo de polimorfismo 

presente (CARRARD et al., 2008).  

 

 

Figura 1 – Etapas iniciais de metabolização do etanol. A álcool desidrogenase (ADH) oxida o etanol a 
acetaldeído e a aldeído desidrogenase (ALDH) converte acetaldeído a acetato (KING, 2015). 

  

Tem sido demonstrado que bebidas alcoólicas específicas contêm impurezas ou 

contaminantes que também podem ser cancerígenos (JOHNSON et al., 2011). N-

nitrosodimetilamina está presente em algumas cervejas e whiskies e está associada 
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com um risco aumentado de câncer oral (JOHNSON et al., 2011). Os hidrocarbonetos 

aromáticos policíclicos, alguns dos quais são considerados cancerígenos, são 

encontradas em muitas marcas de whisky (JOHNSON et al., 2011). O álcool também é 

altamente calorífico, diminui o efeito protetor de alimentos benéficos, como frutas e 

legumes, e diminui a fome (JOHNSON et al., 2011).  

O álcool também atua por meio de danos causados pelo etanol nos fosfolipídeos das 

membranas celulares, aumentando sua permeabilidade (JOHNSON et al., 2011). Por 

um mecanismo ainda desconhecido, o álcool impede que as células epiteliais 

organizem a barreira de permeabilidade composta principalmente de lipídios, que têm 

a função de impedir a desidratação e a penetração de agentes externos (CARRARD et 

al., 2008). Desta forma, consumo de bebidas com concentração alcoólica entre 15% 

e 25% facilitaria a penetração de diferentes substâncias nessas células (CARRARD et 

al., 2008).  

O sistema imunológico também é afetado pelo uso do álcool, o que explica o 

prognóstico ruim observado em pacientes que consomem habitualmente esse fator 

de risco (CARRARD et al., 2008). Somando-se a isto, o álcool faz com que o alcoolista 

se alimente mal, devido ao alto valor calórico, e diminui a absorção de nutrientes pelo 

intestino (CARRARD et al., 2008). Isso pode acarretar na diminuição de micronutrientes 

como, por exemplo, a vitamina A (retinóides), que é importante para o controle da 

diferenciação em diferentes tecidos epiteliais (CARRARD et al., 2008). 

O etanol também é hepatotóxico, reduzindo a eficácia de sistemas enzimáticos 

fundamentais para a desintoxicação de substâncias cancerígenas (JOHNSON et al., 

2011). Estando o fígado incapacitado de depurar toxinas, estas se manteriam no 

sangue e poderiam afetar outros tecidos a distância, por exemplo, a mucosa bucal 

(CARRARD et al., 2008). A ação do etanol no fígado também pode ativar sistemas 

enzimáticos de oxidação do etanol, como o sistema P450. Quando o consumo de 

álcool é elevado, o citocromo P450 2E1 (CYP2E1, um membro da superfamília do 

citocromo P450) também pode catalisar etanol em acetaldeído, enquanto produz 

espécies reativas de oxigênio (ZYGOGIANNI et al., 2011). Adicionalmente, o consumo 

de álcool modifica a capacidade antioxidante do organismo, levando ao estado de 

desequilíbrio chamado estresse oxidativo (CARRARD et al., 2008). 
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Frequentemente, estudos têm apontado para o possível efeito sinérgico entre o 

consumo de tabaco e álcool no desenvolvimento do CEO (SAMAN, 2012). O risco 

atribuído à população relacionado ao tabagismo e uso de álcool para o 

desenvolvimento de câncer oral já foi estimado em 80% para o sexo masculino, 61% 

para o sexo feminino, e 74% de forma geral (SAMAN, 2012). Homens que fumam e 

bebem são quase 38 vezes mais propensos a desenvolver câncer de cabeça e 

pescoço do que os homens que não os fazem (ZYGOGIANNI et al., 2011). Da mesma 

forma, parte do alto índice de incidência do CEO em homens de países 

industrializados reflete a longa tradição do consumo em excesso de álcool e fumo de 

tabaco (PETERSEN, 2009). 

Os mecanismos celulares relacionados ao uso combinado de tabaco e álcool ainda 

não são bem compreendidos (ZYGOGIANNI et al., 2011). Entretanto, a epidemiologia 

molecular tem apontando para a importância de vias oxidantes/antioxidantes e vias 

metabólicas envolvidas com o sistema do citocromo P450 (ZYGOGIANNI et al., 2011).  

A modificação da permeabilidade da mucosa oral pode ser uma boa explicação para 

o sinergismo entre consumo de álcool e fumo no desenvolvimento de câncer de oral 

(CARRARD et al., 2008). Tem sido demonstrado que esse efeito também aumenta a 

penetração de substâncias cancerígenas específicas do tabaco através de mucosa 

oral (JOHNSON et al., 2011). Isso também prejudica os mecanismos de reparo de DNA 

e atua como um solvente, permitindo que os carcinógenos do tabaco penetrem no 

tecido e possivelmente catalisem sua ativação (JOHNSON et al., 2011). 

A maior incidência de CEO em homens em relação às mulheres pode se dever à maior 

indulgência pelos mesmos nos fatores de risco mais importantes, como o consumo 

elevado de álcool e tabaco para o câncer intra-oral e luz solar para o câncer de lábio, 

para aqueles que trabalham ao ar livre (JOHNSON et al., 2011). Entretanto, a incidência 

e a taxa de mortalidade devido ao câncer oral em mulheres estão aumentando em 

algumas partes do mundo (JOHNSON et al., 2011). Tradicionalmente considerada uma 

doença de homens, o CEO costumava afetar seis homens para cada mulher 

(PAPAGERAKIS et al., 2014). Contudo, ao longo dos últimos 10 anos, essa proporção 

tem se alterando assustadoramente, tornado-se 2: 1 e afetando também pacientes 

mais jovens (PAPAGERAKIS et al., 2014). Esse aumento na incidência taxa de 
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mortalidade entre mulheres pode ser explicado pelo aumento do hábito no uso do 

cigarro (ARIYAWARDANA E JOHNSON, 2013) e/ou de outros fatores de risco. 

Outra coisa que pode estar envolvida com a suscetibilidade de mulheres ao CEO pode 

ser a deficiência de estrogênio (JOHNSON et al., 2011). Uma idade média 

significativamente mais jovem na menopausa e maiores taxas de histerectomia podem 

influenciar as taxas de câncer oral visto entre as mulheres mais jovens no Ocidente 

(JOHNSON et al., 2011). 

Além do tabaco e álcool, outros fatores de risco também têm demonstrado importância 

para o desenvolvimento do CEO, como infecções por HPV, principalmente pelo tipo 

16, exposição à radiação UVA solar (câncer de lábio) e dieta (INCA, 2014). 

O Papilomavírus Humano (HPV) têm recentemente emergido como fator etiológico 

importante particularmente para tumores desenvolvidos na língua e orofaringe, 

estando também associados com idades jovens no diagnóstico (PAPAGERAKIS et al., 

2014). Parte desse aumento na incidência pode ser em razão de mudanças no 

comportamento sexual (INCA, 2014). Entretanto, os mecanismos envolvidos no 

impacto do HPV na infecção de CECP e resposta a terapia ainda não são bem 

compreendidos, havendo inclusive um grande controvérsia quanto o tratamento do 

câncer de orofaringe (PAPAGERAKIS et al., 2014). 

Em relação à radiação UVA, sua influência no desenvolvimento de CEO se dá 

principalmente no lábio inferior, por este receber mais diretamente a luz do sol 

(JOHNSON et al., 2011). Essa evidência vem de muitos países, incluindo aqueles de 

altas latitudes com ar limpo, através do qual a luz ultravioleta penetra facilmente, como 

a Finlândia ou Suíça (JOHNSON et al., 2011). Outros indícios também são provenientes 

de países próximos à linha do equador, com longas horas regulares de sol, como a 

Grécia rural e Índia (JOHNSON et al., 2011). 

Sabe-se também que uma dieta pobre se apresenta com um fator de risco para todos 

os tipos de CECP (JOHNSON et al., 2011). Alguns micronutrientes conhecidamente 

relacionados com a redução no risco de desenvolvimento de CEO são as vitaminas 

A, C, D e E, assim como os seguintes alimentos: frutas, peixes e vegetais (JOHNSON 

et al., 2011; SAMAN, 2012; INCA, 2014). Grande parte do efeito protetor deve-se à ação 

antioxidante desses alimentos/micronutrientes (JOHNSON et al., 2011). 
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2.1.3. Sintomas, prognóstico e diagnóstico 

 

 

Tumores pequenos de cavidade oral e orofaringe são muitas vezes assintomáticos ou 

podem apresentar sintomas vagos e sinais mínimos (BARNES et al., 2005). Por isso, 

um alto índice de suspeita clínica é necessário para diagnosticar essas lesões, 

especialmente no caso de pacientes que possuem hábitos tabagistas e etilistas 

(BARNES et al., 2005). A maioria dos pacientes apresentam sinais e sintomas quando 

a doença encontra-se localmente avançada (BARNES et al., 2005). As características 

clínicas podem variar de acordo com o sítio intraoral afetado (BARNES et al., 2005). 

Crescimento e ulceração da mucosa, dor, dor reletida para o ouvido, mau hálito, 

dificuldade em falar, abrir a boca, mastigar, dificuldade e dor à deglutição, 

sangramento, perda de peso e inchaço do pescoço são os sintomas mais comuns de 

apresentação dos cânceres localmente avançados de boca e orofaringe (BARNES et 

al., 2005). Ocasionalmente, os pacientes apresentam linfonodos cervicais 

aumentados sem quaisquer sintomas de lesões na boca e orofaringe (BARNES et al., 

2005). Cânceres extremamente avançados se apresentam como crescimento 

ulceroproliferativo com áreas de necrose e extensão para estruturas adjacentes, tais 

como osso, músculo e pele (BARNES et al., 2005). Nas fases terminais, os pacientes 

podem apresentar fístula orocutânea, sangramento intratável, anemia grave e 

caquexia (BARNES et al., 2005). 

Vários fatores prognósticos podem influenciar a sobrevida do carcinoma de boca e de 

faringe, incluindo a etnia, estágio do diagnostico, sexo, idade, localização anatômica, 

tipo morfológico, tipo de terapia adaptada para o tratamento, tamanho, sítio primário, 

presença de metástases em linfonodos, grau de diferenciação e pleomorfismo celular 

(BITTAR et al., 2010). Estudos já demonstraram um risco maior de morte por câncer 

bucal em usuários de tabaco, nos sítios anatômicos da gengiva e trígono (BITTAR et 

al., 2010). 

A melhor forma de diminuir a incidência dessa doença é controlar os fatores de risco 

que conhecidamente favorecem seu desenvolvimento (INCA, 2014). Pelos menos três 

quartos de todos os casos de câncer oral poderiam ser prevenidos pela eliminação do 

cigarro e redução do consumo de álcool (WARNAKULASURIYA, 2009). Estudos 
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demonstraram que a interrupção do uso do cigarro contribui para a redução no risco 

de câncer oral de 50% em 5 anos (VAN DER WAAL, 2013). Após 10 anos de interrupção, 

o risco de desenvolvimento da doença reduz praticamente para o nível de um não 

fumante (VAN DER WAAL, 2013). A remoção dos dois principais fatores de risco 

também reduz o risco do surgimento de um segundo tumor em pacientes com CEO 

(WARNAKULASURIYA, 2009).  

Para reduzir a mortalidade, é necessário que haja diagnóstico precoce feito por meio 

do exame clínico dos tecidos da boca (INCA, 2014). Quanto mais cedo for a 

intervenção, melhor será o prognóstico para a taxa de sobrevida em 5 anos (BITTAR 

et al., 2010). No exame clínico é possível identificar tanto lesões potencialmente 

malignas quanto o câncer em estágios iniciais, possibilitando um tratamento menos 

agressivo e o aumento da sobrevida (INCA, 2014). O autoexame não deve ser 

preconizado como método preventivo com o risco de mascarar lesões e retardar o 

diagnóstico do tumor (INCA, 2014). 

A otimização da terapia e sobrevida do câncer oral dependem de um diagnóstico 

adequado do tumor primário e sua extensão clínica (BARNES et al., 2005). O exame 

físico deve incluir a inspeção visual e palpação de todas as superfícies das mucosas, 

palpação bimanual do assoalho da boca e avaliação clínica do pescoço para 

envolvimento de gânglios linfáticos (BARNES et al., 2005). O diagnóstico é confirmado 

pela biópsia (BARNES et al., 2005). 

O estadiamento da doença é feito através do sistema TNM. A descrição da extensão 

anatômica da doença tem por base a avaliação de três componentes: T - a extensão 

do tumor primário; N - a ausência ou presença e a extensão de metástase em 

linfonodos regionais; M - a ausência ou presença de metástase à distância (BRASIL et 

al., 2004); conforme demonstrado na Tabela 1, Tabela 2, Tabela 3. A adição de 

números a estes três componentes indica a extensão da doença maligna. Assim 

temos: T0, T1, T2, T3, T4; N0, N1, N2, N3; M0, M1 (BRASIL et al., 2004). A Tabela 4 

descreve a extensão anatômica aparente da doença através do grupamento por 

estádio de cada componente. 
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Tabela 1 - Classificação TNM quanto à extensão do tumor primário 

T - Tumor Primário 

TX O tumor primário não pode ser avaliado. 

T0 Não há evidência de tumor primário. 

Tis Carcinoma in situ. 

T1 Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensão. 

T2 Tumor com mais de 2 cm e até 4 cm em sua maior dimensão. 

T3 Tumor com mais de 4 cm em sua maior dimensão. 

T4a (Lábio) Tumor que invade estruturas adjacentes: cortical óssea, nervo alveolar 
inferior, assoalho da boca, ou pele da face (queixo ou nariz). 

T4a (Cavidade 
oral) 

Tumor que invade estruturas adjcentes: cortical óssea, músculos 
profundos/extrínsecos da língua (genioglosso, hioglosso, palatoglosso e 
estiloglosso), seios maxilares ou pele da face. 

T4a (Orofaringe) Tumor que invade qualquer das seguintes estruturas: laringe, músculos 
profundos/extrínsicos da língua (genioglosso, hioglosso, palatoglosso e 
estiloglosso), pterigóide medial, palato duro e mandíbula. 

T4b (Lábio e 
cavidade oral) 

Tumor que invade o espaço mastigador, lâminas pterigóides ou base do crânio 
ou envolve artéria carótida interna. 

T4b (Orofaringe) Tumor que invade qualquer das seguintes estruturas: músculo pterigóide 
lateral, lâminas pterigóides, nasofaringe lateral, base do crânio ou adjacentes 
a artéria carótida. 

 

Tabela 2 - Classificação TNM quanto à ausência ou presença e a extensão de metástase em 

linfonodos regionais. 

N - Linfonodos Regionais 

NX  Os linfonodos regionais não podem ser avaliados 

N0  Ausência de metástase em linfonodos regionais 

N1  
Metástase em um único linfonodo homolateral, com 3 cm ou menos em sua maior 
dimensão 

N2  

Metástase em um único linfonodo homolateral, com mais de 3 cm e até 6 cm em sua 
maior dimensão, ou em linfonodos homolaterais múltiplos, nenhum deles com mais de 6 
cm em sua maior dimensão; ou em linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhum deles 
com mais de 6 cm em sua maior dimensão  

 
N2a  

Metástase em um único linfonodo homolateral, com mais de 3 cm e até 6 cm em 
sua maior dimensão  

 
N2b  

Metástase em linfonodos homolaterais múltiplos, nenhum deles com mais de 6 cm 
em sua maior dimensão  

 
N2c  

Metástase em linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhum deles com mais de 
6 cm em sua maior dimensão  

N3  Metástase em linfonodo com mais de 6 cm em sua maior dimensão 
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Tabela 3 - Classificação TNM quanto à ausência ou presença de metástase à distância 

M - Metástase à Distância 

MX  A presença de metástase à distância não pode ser avaliada 

M0  Ausência de metástase à distância 

M1  Metástase à distância 

 

 

Tabela 4 - Grupamento por estádios segundo a classificação TNM 

Estádio 
Classificação TNM 

T N M 

Estádio 0  Tis  N0  M0 

Estádio I  T1  N0  M0 

Estádio II  T2  N0  M0 

Estádio III  T1, T2  N1  M0 

 T3 N0, N1 M0 

Estádio IVA  T1, T2, T3  N2  M0 

 T4a  N0, N1, N2  M0 

Estádio IVB  Qualquer T  N3  M0 

 T4b  Qualquer N  M0 

Estádio IVC  Qualquer T  Qualquer N  M1 

 

Para cada localização anatômica é necessário observar principalmente o estádio 

clínico e histopatológico do tumor. O estadiamento clínico é estabelecido a partir dos 

dados do exame físico e dos exames complementares pertinentes ao caso (INCA, 

2015). O estadiamento patológico baseia-se nos achados cirúrgicos e no exame 

anatomopatológico da peça operatória (INCA, 2015). O último é estabelecido após 

tratamento cirúrgico e determina a extensão da doença com maior precisão (INCA, 

2015). O estádio clínico é essencial para selecionar e avaliar o tratamento, enquanto 

que o estádio histopatológico fornece dados mais precisos para avaliar o prognóstico 

e calcular os resultados finais (BRASIL et al., 2004). 

Pacientes cuja detecção do CEO é precoce (em estágio I ou II) podem ser curados 

mais facilmente por cirurgia ou radioterapia (HEROIU CATALOIU et al., 2013). Entretanto, 

a maior parte dos acometidos com CEO são diagnosticados nos estádios III e IV da 

doença (BITTAR et al., 2010). A alta proporção de pacientes que procuram tratamento 
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com o estádio avançado da doença não tem mudado ao longo de 40 anos 

(WARNAKULASURIYA, 2009). O estadiamento avançado favorece um risco aumentado 

de recorrência do tumor, surgimento de metástase e desenvolvimento de um segundo 

câncer primário (HEROIU CATALOIU et al., 2013). O atraso recorrente no diagnóstico do 

CEO deve-se em grande parte aos sintomas mínimos ou não específicos e pela 

diversidade de apresentações clínicas (VAN DER WAAL, 2013). A identificação da 

malignidade também é dificultada pela falta de treinamento e conhecimento por parte 

de muitos dentistas, comumente os primeiros profissionais da saúde a entrarem com 

contato com os pacientes (VAN DER WAAL, 2013). 

O principal fator que influencia a taxa de mortalidade do câncer oral é o estágio da 

doença na admissão (VAN DER WAAL, 2013). Em geral, o prognóstico diminui com o 

avanço da doença e o aumento da inacessibilidade do tumor (WARNAKULASURIYA, 

2009). O estágio TNM na apresentação do tumor afeta significativamente a sobrevida 

em cinco anos (WARNAKULASURIYA, 2009). A taxa de sobrevida em cinco anos do 

câncer em estágio I de diversos sítios, como as extremidades da língua, assoalho 

bucal, bochecha e gengivas, é de aproximadamente 80%, enquanto que em pacientes 

com a doença avançada (estágios III / IV) é de aproximadamente 20% (VAN DER WAAL, 

2013). 

Estudos demonstraram que o sintoma que mais motiva os pacientes a procurarem um 

tratamento é a dor, que na maioria das vezes só surge quando a doença está em 

estágio III (BITTAR et al., 2010). Ferida ou úlcera não tratada foram relatadas como os 

primeiras lesões mais comuns da doença (VAN DER WAAL, 2013). Entretanto, metade 

dos pacientes que identificam essas lesões não os relaciona com a possibilidade de 

câncer oral, mas como algo menor (VAN DER WAAL, 2013).  

A presença de metástase linfonodal é conhecidamente um dos fatores prognósticos 

mais importantes relacionados ao CEO (FAN et al., 2011). Da mesma forma, diversos 

estudos têm demonstrado uma relação desse fator com diminuições drásticas nas 

taxas de sobrevida dos pacientes (FAN et al., 2011). O acometimento linfonodal está 

fortemente relacionado com prognósticos ruins, metástases e redução significativa da 

sobrevida a longo prazo dos pacientes (FAN et al., 2011). Isto pode ser explicado pelo 

fato de que carcinomas que acessam o sistema linfático são capazes de invadir e 

promover a proliferação dos vasos linfáticos (WEHRHAN et al., 2014). 
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A presença e extensão de metástase em linfonodo cervical em diagnóstico inicial 

fornece uma previsão quanto ao comportamento e resultado final do CEO (FAN et al., 

2011). O procedimento básico para a detecção de linfonodo cervical é o exame físico 

(FAN et al., 2011). Entretanto, apenas o exame clínico não é suficiente para determinar 

a real extensão do acometimento local e metástase regional (FAN et al., 2011). Desta 

forma, para aumentar a eficácia da avaliação é recomendada a utilização de 

modalidades diagnósticas modernas auxiliares, como tomografia computadorizada, 

ressonância magnética por imagem e ultrassonografia (FAN et al., 2011). Entretanto, 

alguns tipos de micrometástases não palpáveis podem não ser detectadas por essas 

técnicas convencionais por imagem (FAN et al., 2011), podendo prejudicar o 

prognóstico do paciente. 

A chance do desenvolvimento de metástase em cada sítio anatômico depende da 

quantidade de vasos sanguíneos e linfáticos presentes naquele determinado local 

(FAN et al., 2011; SADRI et al., 2015). A gengiva e a língua são os locais de tecidos 

moles da cavidade oral onde há maior ocorrência de metástases (SADRI et al., 2015). 

O CEO localizado na linha média da cavidade oral tem sido associado com aumento 

na chance de metástase em linfonodo cervical, devido ao contato com vasta rede 

linfática (FAN et al., 2011). Pesquisas também têm apontado que pacientes com tumor 

primário no assoalho bucal, que é conhecido por ter uma rica drenagem linfática 

bilateral, possuem um maior risco de metástases contralaterais do que pacientes com 

tumores de língua ou aqueles que invadem o trígono retromolar (FAN et al., 2011). Da 

mesma forma, tem sido demonstrado que pacientes com tumor na base da língua e 

no assoalho bucal possuem uma maior frequência de metástase cervical contralateral 

do que pacientes com tumor na área do trígono retromolar ou na parte móvel da língua 

(FAN et al., 2011). 

O sítio anatômico também pode estar relacionado a diferentes taxas de sobrevida. 

Para a maioria dos países, taxas de sobrevida em 5 anos para cânceres de língua, 

cavidade oral e orofaringe estão por volta de 50% (WARNAKULASURIYA, 2009). O melhor 

resultado é para o câncer de lábio, com mais de 90% dos pacientes que sobrevivem 

por 5 anos (WARNAKULASURIYA, 2009). 
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2.2. Metilação e câncer 

 

 

 

2.2.1. Metilação como evento epigenético 

 

 

Durante o desenvolvimento, células somáticas que descendem de uma única célula 

progenitora e contêm um genótipo semelhante, diferenciam-se por adquirirem 

diversas funções e características através da expressão e repressão de diferentes 

conjuntos de genes (GAL-YAM et al., 2008). Este processo é provocado por alterações 

que afetam a forma pela qual o material genético é embalado e utilizado sem alterar 

a sua sequência de nucleotídeos (GAL-YAM et al., 2008). 

Tais mudanças hereditárias na expressão gênica que não resultam de alterações na 

sequência primária do DNA são chamadas de Epigenética (CRIDER et al., 2012). Os 

mecanismos epigenéticos contribuem com a regulação dos principais processos 

moleculares que ocorrem no núcleo incluindo transcrição, replicação, reparação e 

processamento do RNA (CRIDER et al., 2012). A maior parte dessas mudanças 

hereditárias é estabelecida durante a diferenciação celular e mantida ao longo de 

múltiplos ciclos de divisão, permitindo que as células tenham identidades diferentes 

apesar de conter a mesma informação genética (SHARMA et al., 2010). 

As modificações epigenéticas possuem três principais funções nas células de 

mamíferos: contribuem para o controle da arquitetura cromossomal assegurando 

estabilidade e segregação apropriada dos mesmos durante a mitose; contribuem para 

a manutenção do silenciamento e inacessibilidade de elementos repetitivos e 

retroelementos endógenos; e para regulação da expressão de genes individuais ou 

grupos de genes (ADALSTEINSSON E FERGUSON-SMITH, 2014). 

Dentre as principais modificações epigenéticas pode-se citar: a metilação de citosinas 

no DNA, modificações pós-traducionais de proteínas histonas e posicionamento de 

nucleossomos ao longo do DNA (SHARMA et al., 2010). A primeira é uma das mais 

estáveis e, provavelmente, a mais extensamente estudada em mamíferos (ZUO et al., 

2009; SHARMA et al., 2010). 
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A metilação do DNA se refere à adição de um grupo metil no carbono 5 de bases de 

citosina do DNA, formando 5-metilcitosina (HE et al., 2011; MIKESKA E CRAIG, 2014). O 

grupo metil é transferido de uma S-adenosil-L-metionina para um resíduo de citosina 

via DNA metiltransferases (MIKESKA E CRAIG, 2014). Nos mamíferos, essas 

modificações ocorrem quase exclusivamente em resíduos de citosinas precedidos de 

guanina - dinucleotídeos CpG (GAL-YAM et al., 2008). 

A frequência genômica de dinucleotídeos CpG é mais baixa do que o esperado para 

a maioria dos mamíferos (CRIDER et al., 2012). Acredita-se que isso se deve à 

desaminação espontânea da 5-metilcitosina, o que resulta na formação de uma 

timidina (CRIDER et al., 2012). Essa mutação não é eficientemente reconhecida pela 

maquinaria de reparo do DNA, resultando em um acúmulo de mutação C>T durante 

a evolução (GAL-YAM et al., 2008). Como resultado, aproximadamente 99% do 

genoma é empobrecido de CpG (GAL-YAM et al., 2008). O restante 1%, entretanto, 

tem uma frequência de dinucleotídeos CpG aproximadamente 10 vezes maior do que 

o restante do genoma (GAL-YAM et al., 2008; CRIDER et al., 2012). Essas regiões são 

chamadas de Ilhas CpG e normalmente possuem uma extensão de 0,5-2kb (GAL-YAM 

et al., 2008; ZUO et al., 2009). 

As ilhas CpG são encontradas na maioria das vezes nas regiões 5’ regulatórias dos 

genes e aproximadamente 60% dos promotores de genes humanos estão embebidos 

nessas ilhas (GAL-YAM et al., 2008). Apesar de a maior parte dos sítios CpG no 

genoma estarem metilados, cerca de 90% das ilhas CpG permanecem desmetiladas 

durante o desenvolvimento e em diferentes tecidos (GAL-YAM et al., 2008; SHARMA et 

al., 2010). Entretanto, algumas ilhas CpGs promotoras tornam-se metiladas durante o 

desenvolvimento, o que resulta em silenciamento transcricional a longo prazo (GAL-

YAM et al., 2008). 

A metilação do DNA pode ter outras funções (regulatórias) fora das regiões 

promotoras, como em regiões intragênicas, intergênicas e regiões com baixa 

densidade de CpG (MIKESKA E CRAIG, 2014). A regulação gênica por metilação de CpG 

tem sido relacionada a um largo espectro de processos biológicos, do 

desenvolvimento ao envelhecimento (SEPULVEDA et al., 2009). Como um mecanismo 

de silenciamento, esse tipo de modificação epigenética desempenha um papel 

importante na repressão transcricional de regiões repetitivas e centroméricas, na 
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inativação do cromossomo X em fêmeas e no imprinting genômico (GAL-YAM et al., 

2008). A metilação do DNA também tem sido relacionada a processos inflamatórios, 

doenças infecciosas e câncer (SEPULVEDA et al., 2009). O silenciamento mediado pela 

metilação do DNA ocorre em conjunto com modificações de histonas e remodelação 

de nucleossomos, que juntos estabelecem uma estrutura repressiva de cromatina 

(GAL-YAM et al., 2008). 

A metilação do DNA tem grande importância no imprinting genômico (CRIDER et al., 

2012). Nesse processo apenas um dos alelos de um gene (materno ou paterno) torna-

se ativo em uma célula, resultando em uma expressão monogênica (CRIDER et al., 

2012). Em relação à inativação do cromossomo X, essa modificação epigenética atua 

na inativação aleatória de um dos cromossomos X de todas as células somáticas 

durante a embriogênese feminina (CRIDER et al., 2012). Esse processo também resulta 

em uma expressão monogênica (CRIDER et al., 2012). A metilação de sequências 

repetitivas também possui grande importância no silenciamento transcricional e, 

consequentemente, estabilidade genômica (ARAND et al., 2012). 

A aquisição de metilação no DNA é catalisada por uma família da DNA 

metiltransferases (DNMTs), como ilustrado na Figura 2 (ADALSTEINSSON E FERGUSON-

SMITH, 2014). Durante a fase S do ciclo celular, os DNMTs atuam na forquilha de 

replicação copiando o padrão de metilação da fita parental para a fita filha, tornando 

os padrões de metilação hereditários ao longo de várias gerações de divisões 

celulares (GAL-YAM et al., 2008). Os mamíferos possuem pelo menos 3 tipos de 

DNMTs: DNMT1, DNMT3a e DNMT3b (CRIDER et al., 2012). DNMT1 é o tipo de DNMT 

mais abundante nas células e acredita-se agir como metiltransferase de manutenção 

primária por meio da metilação de DNA hemimetilado após a replicação da molécula 

(CRIDER et al., 2012). As DNMT3a e DNMT3b atuam independentemente da 

replicação e possuem a mesma afinidade tanto para DNA desmetilado quanto para 

DNA hemimetilado (SHARMA et al., 2010). Essas duas últimas DNMTs atuam na 

metilação do DNA de novo (CRIDER et al., 2012). Elas atuam durante o 

desenvolvimento dos mamíferos de forma a estabelecer os padrões de metilação do 

DNA como um remodelador epigenético e reprogramador que procede durante a 

diferenciação (CRIDER et al., 2012). DNMT3a e DNMT3b apresentam um papel 

fundamental na preservação do padrão de metilação parental em células filhas 
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(CRIDER et al., 2012). Cada uma dessas DNMTs metilam sequências diferentes do 

DNA no genoma, isto porque camundongos nulos para os genes dessas 

metiltranferases apresentam defeitos diferentes no desenvolvimento (OKANO et al., 

1999). Um terceiro membro da família DNMT3, o DNMT3L, não possui atividade 

catalítica, mas funciona como um regulador de DNMT3a e DNMT3b (HE et al., 2011). 

 

Figura 2 – Metilação do DNA. Resíduos de citosina no DNA são convertidos em 5-metilcitosina por 
uma DNA metiltransferase (DNMT). O grupo metil é doado pelo doador universal S-adenosilmetionina 
(SAM), que é convertido em S-adenosil-L-homocisteína (GRONBAEK et al., 2007). 

 

Os mecanismos pelos quais a metilação do DNA silencia a transcrição não é 

claramente compreendido (CRIDER et al., 2012). Apesar disso, vários mecanismos têm 

sido propostos (CRIDER et al., 2012). A metilação do DNA pode provocar o 

silenciamento gênico tanto prevenindo quanto promovendo o recrutamento de 

proteínas regulatórias ao DNA (SHARMA et al., 2010). Um grupo de proteínas 

chamadas proteínas de ligação a metil (MBP) ligam-se especificamente a sequências 

de DNA metiladas (ADALSTEINSSON E FERGUSON-SMITH, 2014). Essas proteínas, como 

a proteína de ligação a metil CpG 2 e o domínio de ligação a DNA metilado 2, 

reconhecem e ligam-se a 1 ou mais dinucleotídeos CpG metilados (CRIDER et al., 

2012). As MBPs, por sua vez, interagem ou recrutam complexos silenciadores de 

transcrição, como o complexo de remodelagem do nucleossomo e desacetilase 

(NuRD), contendo complexos de remodelagem da cromatina e/ou enzimas 

modificadores de histonas, como as histonas desacetilases (HDACs) (CRIDER et al., 

2012; ADALSTEINSSON E FERGUSON-SMITH, 2014). A repressão gênica nesses 

complexos é resultante da atividade de histona desacetilase e subsequente 

condensação da cromatina (ADALSTEINSSON E FERGUSON-SMITH, 2014). Dentre os 

componentes das multisubunidades de modificadores de cromatina e de complexos 

de remodelagem envolvidos na repressão transcricional, também tem sido 
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encontradas as DNMTs (CRIDER et al., 2012). Isto sugere que a maquinaria de 

metilação do DNA também pode ser recrutada para genes específicos por outros 

mecanismos e que a modificação/remodelação da cromatina e metilação atuam de 

forma conjunta no silenciamento transcricional (CRIDER et al., 2012). A Figura 3 ilustra 

a interação da metilação com outros eventos epigenéticos na regulação da expressão 

gênica. Alternativamente, a metilação pode inibir a transcrição por meio do bloqueio 

de sequências de ligação no DNA de fatores de transcrição ou de outras proteínas 

regulatórias (SHARMA et al., 2010; ADALSTEINSSON E FERGUSON-SMITH, 2014). 

 

Figura 3 – Estrutura da cromatina de promotores ativos e inativos. A) A cromatina transcricionalmente 
ativa (open chromatin) é caracterizada por citosinas não metiladas (círculos brancos) e caudas de 
histonas acetiladas (Ac) graças a ação das Histonas acetiltransferases (HATs). A Lisina 4 na histona 
H3 encontra-se trimetilada (hexágonos rosas) favorecendo a expressão gênica. B) Quando tornam-se 
metiladas (círculos roxos), as citosinas se ligam às proteínas de ligação a metil-CpG (MBP) que atraem 
as Histonas desacetilases (HDACs). Essas, por sua vez, removem os grupos acetil das caudas de 
histonas. O DNA então se enrola em uma estrutura fechada da cromatina, carregando a histona H3 
com lisina 9 trimetilada (hexágonos cinzas) (GRONBAEK et al., 2007). 
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2.2.2. Influência da metilação na iniciação e progressão do câncer 

 

 

Atualmente é amplamente aceito que o câncer resulta de uma combinação de 

interrupção ou disfunção genética e epigenética (MIKESKA E CRAIG, 2014). Essas 

alterações genéticas e epigenéticas interagem em todos os estágios do 

desenvolvimento do câncer, trabalhando em conjunto para promover a progressão da 

doença (SHARMA et al., 2010). Diversos estudos têm demonstrado que aberrações 

epigenéticas nas células cancerosas contribuem significativamente para a iniciação, 

invasão, metástase e resistência tumoral a quimioterapia (ZUO et al., 2009). Essas 

descobertas têm resultado em uma iniciativa global para o entendimento do papel 

epigenético na iniciação e propagação do câncer (SHARMA et al., 2010). O fato de as 

alterações epigenéticas serem potencialmente reversíveis e poderem ser restauradas 

ao seu estado normal por terapias epigenéticas, diferentemente das mutações 

genéticas, torna tais iniciativas promissoras e terapeuticamente relevantes (SHARMA 

et al., 2010). 

A iniciação e progressão do câncer são acompanhadas por profundas mudanças no 

padrão de metilação do DNA, que foi o primeiro tipo de alteração epigenética 

identificada no câncer (SHARMA et al., 2010). Enquanto os mecanismos subjacentes 

que iniciam essas mudanças globais permanecem sob investigação, estudos recentes 

indicam que algumas delas ocorrem muito cedo no desenvolvimento do câncer e 

podem contribuir para a sua iniciação (SHARMA et al., 2010). As alterações de 

metilação do DNA no câncer não parecem ser aleatórias, visto que tumores de 

linhagens celulares específicas mostram modificações semelhantes no padrão de 

metilação que são distintas de outros tipos de tumores e do tecido normal (CRIDER et 

al., 2012).  

As mudanças mais notadas são os eventos globais de hipometilação do genoma e de 

hipermetilação gene-específica de ilhas CpG, como ilustrado na Figura 4 (KALARI E 

PFEIFER, 2010). Essas duas alterações estão entre as marcações mais proeminentes 

de genomas cancerosos (KALARI E PFEIFER, 2010). Com o aumento da gravidade do 

tumor, um número progressivo de loci exibem um aumento na metilação primária do 
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DNA nas ilhas CpGs e uma diminuição na metilação do DNA em outras regiões que 

não são de ilhas CpG (CRIDER et al., 2012). 

 

 

Figura 4 – Perfil epigenético de metilação do DNA em células normais e cancerosas. Em células 
normais, quase todos os dinucleotídeos CpG dispersos estão metilados (círculos cinzas), enquanto as 
ilhas CpG, localizadas principalmente em regiões regulatórioas 5’ de genes, encontram-se não-
metiladas (círculos brancos). Nas células cancerosas, muitas ilhas CpG tornam-se hipermetiladas, 
ocasionando  o silenciamento gênico, enquanto ocorre uma hipometilação global, principalmente em 
regiões repetitivas (GAL-YAM et al., 2008). 

 

O papel da hipometilação na causa do câncer tem sido claramente sugerida por 

estudos com camundongos que carregam alelos hipomórficos dos genes das DNMTs 

(KALARI E PFEIFER, 2010). A hipometilação ocorre principalmente em várias sequências 

genômicas como sequências repetitivas, DNA centromérico e retrotransposons, 

resultando em instabilidade genômica (SHARMA et al., 2010; WITTE et al., 2014). A 

hipometilação do DNA em sequências repetidas resulta em um aumento da 

instabilidade genômica por promover rearranjos cromossomais (SHARMA et al., 2010). 

Nos retrotransposons, por sua vez, a hipometilação pode causar sua ativação e 

translocação para outras regiões genômicas (SHARMA et al., 2010). A perda da 

metilação também pode ocasionar a ativação transcricional de genes normalmente 

silenciados, como oncogenes (WITTE et al., 2014). A hipometilação pode ativar genes 

promotores de crescimento e promover a perda de imprinting nos tumores (SHARMA et 

al., 2010). Além disso, a hipometilação global ou localizada do DNA é frequentemente 

acompanhada pela hipermetilação focal das ilhas CpGs (WITTE et al., 2014). 

A maioria dos estudos sobre fatores epigenéticos relacionados à iniciação e 

progressão da tumorigênese refere-se à hipermetilação de ilhas CpGs ou promotores 

de genes (KALARI E PFEIFER, 2010). O silenciamento de genes supressores do tumor 

por hipermetilação de promotor tem sido comumente observado em diversos tipos de 

câncer incluindo o de cólon, bexiga, estômago, mama, uterino, carcinomas renais, etc 
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(ZUO et al., 2009). Notavelmente, não apenas genes codificadores de proteínas sofrem 

essas modificações; ilhas CpG de regiões promotoras de  microRNAs não codificantes 

têm se mostrado hipermetilados em tumores, possivelmente contribuindo para a 

carcinogênese (GAL-YAM et al., 2008). 

Durante a tumorigênese, ambos os alelos de um gene supressor tumoral precisam 

estar inativados (KALARI E PFEIFER, 2010). Essa inativação bialélica de supressor de 

tumor pode ocorrer por eventos combinados ou não de metilação, deleção e/ou 

mutação (Figura 5) (GRONBAEK et al., 2007). A hipermetilação de ilhas CpG que 

abrange regiões promotoras de genes supressores de tumor pode levar ao 

silenciamento gênico e assim se tornar um mecanismo de tumorigênese (KALARI E 

PFEIFER, 2010). Diversos desses genes têm demonstrado sofrer silenciamente tumor-

específico por metilação, como RB, CDKN2A, VHL, APC (polipose adenomatosa 

familiar), MLH1, RASSF1A, RARβ, MGMT, GSTP1, CDH13, DAPK, TIMP3 e BRCA1 

(KALARI E PFEIFER, 2010; SHARMA et al., 2010). Genes alterados por metilação do DNA 

geralmente estão envolvidos em importantes vias celulares para o desenvolvimento e 

progressão do tumor (KALARI E PFEIFER, 2010; SHARMA et al., 2010). Dentre esses 

processos estão incluídos genes relacionados à regulação do ciclo celular (como 

CDKN2A e CHFR), proliferação celular (como CDKN2A e CXCL12), reparo do DNA 

(como MGMT), apoptose (como DAPK, caspase 8, FAZ e TRAILR1) e invasão celular 

(como CDH1, ADAMTS1, TIMP3 e PTGER2) (KALARI E PFEIFER, 2010). Além da 

inativação direta de genes supressores de tumor, a hipermetilação do DNA pode 

silenciar indiretamente classes de genes adicionais pela perda de expressão de  

fatores de transcrição (SHARMA et al., 2010). Isso acontece, por exemplo, com o gene 

RUNX3 no câncer de esôfago e com os genes GATA-4 e GATA-5 nos cânceres 

colorretal e gástrico (SHARMA et al., 2010). 
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Figura 5 – Mecanismos de inativação bialélica de genes supressores de tumor. Se o primeiro alelo é 
metilado (círculos negros), o segundo pode ser inativado tanto por metilação, deleção ou mutação 
(estrela). A sequência dos eventos de inativação pode ocorrer em qualquer ordem (GRONBAEK et al., 

2007). 

 

Algumas dessas alterações epigenéticas têm sido descritas como biomarcadores para 

o câncer (KALARI E PFEIFER, 2010). Na literatura, a frequência de metilação (a 

porcentagem de tumores analisados que possuem alelos substancialmente 

metilados), geralmente varia de uma porcentagem baixa para alguns genes a até mais 

de 80% para outros genes (KALARI E PFEIFER, 2010). As frequências de metilação 

reportadas, ainda que para um mesmo gene, podem frequentemente diferir 

consideravelmente dependendo da população de estudo, histologia do tumor e/ou 

metodologia utilizada para detectar a metilação das ilhas CpG (KALARI E PFEIFER, 

2010). 

Apesar da capacidade da hipermetilação do DNA de silenciar genes supressores de 

tumor no câncer ser bem estabelecida, a forma pelo qual determinados genes se 

tornam alvo para essa metilação anormal ainda não está clara (SHARMA et al., 2010). 

Uma possibilidade é de que esse silenciamento permite uma vantagem de 

crescimento às células, resultando na sua seleção clonal e proliferação (SHARMA et 

al., 2010). A metilação tumor-específica de ilhas CpG pode ocorrer em uma sequência 

específica por um direcionamento de DNMTs devido à associação das mesmas com 

fatores de transcrição oncogênicos (SHARMA et al., 2010). Essa metilação anormal no 

câncer pode ocorrer em regiões genômicas que tenham sido objeto de uma 

reprogramação epigenética de grande escala (SHARMA et al., 2010). Um outro 
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mecanismo interessante propõe a ação de marcadores de histonas no direcionamento 

da metilação de novo em um tumor específico (SHARMA et al., 2010). 

Outra questão ainda em discussão se refere ao mecanismo pelo qual uma célula  

acumula anormalidades epigenéticas durante o desenvolvimento do câncer (SHARMA 

et al., 2010). Uma explicação plausível seria o modelo de células-tronco cancerígenas 

(SHARMA et al., 2010). Este modelo sugere que a acumulação de anomalias 

epigenômicas surgiria de alterações em células-tronco ou progenitoras normais numa 

fase muito precoce da evolução neoplásica (SHARMA et al., 2010). Tais eventos 

iniciadores podem predispor as células tumorais a obterem mais epimutações durante 

a progressão do tumor (SHARMA et al., 2010). Isto resultaria em aumento global do 

número de células progenitoras e na sua capacidade de manter seu estado de célula-

tronco (SHARMA et al., 2010). Como mecanismos epigenéticos são essenciais para a 

manutenção da identidade de células-tronco, este modelo pode ser considerado 

razoável (SHARMA et al., 2010). Sendo isso verdade, a metilação do DNA teria grande 

importância como indicador inicial do câncer (KHOR et al., 2013). 

Em relação ao CEO, análises de DNA extraído de tecidos com esse tipo de carcinoma 

e lesões orais pré-malignas encontraram níveis mais elevados e frequentes de 

metilação do DNA quando comparados com tecidos correspondentes normais e 

saudáveis (GASCHE E GOEL, 2012). Com isso, a identificação de biomarcadores para 

o diagnóstico precoce, detecção, predição de progressão e tratamento tem sido muito 

visada, sendo considerada urgentemente necessária (KHOR et al., 2013).Um grande 

número de investigações tem focado em genes específicos que possuem metilação 

do DNA aberrantes que possam estar relacionados ao CEO (GASCHE E GOEL, 2012). 

A maioria dos trabalhos relacionados com a metilação de CpG têm focado em APC, 

survivina, E-caderina, MGMT, MLH1, p14, p15, p16, RARβ e genes RASSF (GASCHE 

E GOEL, 2012). 

Não se sabe ao certo como os fatores de risco para o CEO influenciam a metilação 

do DNA (KHOR et al., 2013). Entretanto, o tabaco tem sido associado com a 

hipermetilação de p16, domínios da família das proteínas RAS (RASSF1A), RARβ, 

CDH13, MGMT e GSTP1, APC e DNMT1 (KHOR et al., 2013). Da mesma forma, tem 

sido demonstrado que pacientes que fazem o uso pesado de álcool possuem o risco 

aumentado para a hipermetilação de CpG de múltiplos genes relacionados a CEO 
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(GASCHE E GOEL, 2012). A inflamação crônica é outro fator de risco que também pode 

influenciar o grau de metilação de diversos genes relacionados ao CEO (GASCHE E 

GOEL, 2012). A ocorrência de metilações múltiplas em sítios CpG de genes 

relacionados ao CEO também está altamente associada com o estágio do câncer, 

podendo também ter relação  com metástases de linfonodos (GASCHE E GOEL, 2012). 

Além disso, o nível de metilação também pode variar de acordo com a demografia e 

características clinicopatológicas do paciente (KHOR et al., 2013). Esta associação tem 

grande importância para o prognóstico e avaliação do risco do câncer e efeitos 

terapêuticos do CEO (KHOR et al., 2013). 

 

 

 

2.3. O gene MGMT 

 

 

O MGMT é um gene com extensão maior que 300kb, localizado no locus 

cromossômico 10q26 (CANKOVIC et al., 2013; XU et al., 2014). Possui 5 éxons, sendo 

o primeiro deles não codificante (CANKOVIC et al., 2013). O gene MGMT possui 2 

promotores (Figura 6) contendo 97 sítios CpG e desprovidos das sequências TATA-

box e CAAT box (CANKOVIC et al., 2013; MINOO, 2013). 

 

 

Figura 6 – Esquema da região promotora de MGMT com ilha CpG. Nesta região do gene estão 
presentes promotores contendo 97 sítios CpG, uma região enhancer e o exon 1 (Adaptada de Cankovic 
et al. (2013). 

 

O promotor com máxima atividade localiza-se na porção 5’ do gene, de -953 a +202 

pb (com o sítio de iniciação transcricional em +1) (CANKOVIC et al., 2013). Também 
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estão presentes um promotor mínimo (-69 a +19), um enhancer (+143 a +202), onde 

proteínas potenciadoras ligantes a MGMT (MEBP) se ligam, além de diversos sítios 

de ligação a fatores de transcrição, como SP1 e AP1 (CANKOVIC et al., 2013). A 

transcrição do gene MGMT aparentemente se inicia em um único sítio promotor, o de 

máxima atividade (CANKOVIC et al., 2013). Tem sido demonstrado que esse promotor 

possui 7 sítios de interação proteína-DNA (CANKOVIC et al., 2013). Desses sete sítios, 

seis cercam o sítio de início da transcrição (três no sentido 5’ – upstream - e três no 

sentido 3’ - downstream) (CANKOVIC et al., 2013). Esses 6 sítios são sequências 

consenso de ligação para a transcrição Sp1 (CANKOVIC et al., 2013). O sétimo sítio da 

interação está localizado no sentido 5’ mais próximo ao sítio de ligação a Sp1 e 

representa um sítio de ligação para um fator de transcrição ainda não determinado 

(CANKOVIC et al., 2013). Um 8º sítio de interação está localizado no sentido 3’ ao sítio 

de ligação a Sp1, representando a ligação do elemento potenciador (CANKOVIC et al., 

2013). 

MGMT é abundantemente expresso no fígado e outros tecidos normais, mas está 

presente a níveis muito baixos na medula óssea e no cérebro normal (PARANJPE et al., 

2014). A regulação da expressão de MGMT no nível transcricional pode se dar tanto 

por fatores genéticos quanto epigenéticos (XU et al., 2014). Entretanto, sua expressão 

parece ser ditada principalmente pelo estado de metilação do promotor (IYAMA E 

WILSON, 2013). Tratamentos realizados in vitro com linhagens celulares malignas com 

agentes desmetilantes restauram a expressão do gene MGMT (RAMALHO-CARVALHO 

et al., 2013). 

Apesar da grande quantidade de sítios CpG  na região promotora, tem sido observado 

que nem todos contribuem da mesma forma para o silenciamento e que não há um 

padrão uniforme de metilação (MINOO, 2013). Estudos indicam que a região entre -

552 e + 289 tem função crítica para o silenciamento do DNA via metilação (RAMALHO-

CARVALHO et al., 2013). Esta região tem sido correlacionada com expressão de RNAm 

baixa ou ausente, níveis baixos ou ausentes da proteína MGMT e diminuição ou perda 

da atividade enzimática (RAMALHO-CARVALHO et al., 2013). Já foram encontrados 

encontradas seis sítios CpG isolados (CpGs −228, −186, +95, +113, +135, e +137), 

assim como duas regiões CpG (−186 a −172, e +93 a +153), todas relacionadas com 

a uma alta influência da metilação na expressão gênica (MINOO, 2013). 
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A proteína O6-metilguanina DNA metiltransferase (Mgmt) é conservada em todos os 

organismos (XU et al., 2014). Essa proteína atua no reparo do DNA por uma reversão 

direta, removendo adutos de O6-alquilguanina (O6-AlqG) resultantes da exposição a 

agentes alquilantes ambientais e terapêuticos (XU et al., 2014). A proteína Mgmt 

também é capaz de reparar o aduto de DNA mutagênico e carcinogênico de O4-

metiltimina (O4-AlqT), mas em menor escala (LAMB et al., 2014; XU et al., 2014). A 

Mgmt é a única proteína antimutagênica de reparo ao DNA que atua na defesa contra 

agentes alquilantes (PARANJPE et al., 2014). A Mgmt remove danos de alquilação por 

uma transferência irreversível do grupo alquila a uma cisteína conservada reativa 

(C145) no interior da proteína (LAMB et al., 2014; XU et al., 2014). Com isso, o 

nucleotídeo original é restaurado (XU et al., 2014). Pelo fato de o grupo alquil ser 

covalentemente ligado à proteína, Mgmt é funcionalmente inativada após cada reação 

(PARANJPE et al., 2014). Posteriormente, Mgmt é ubiquitinada e degradada em um 

proteossomo (LAMB et al., 2014). Devido a esse mecanismo “suicida”, a capacidade 

de reparo de adutos anormais são limitadas em uma célula, dependendo do número 

de moléculas de Mgmt disponíves e da taxa de síntese dessa proteína (MINOO, 2013). 

O processo de reparo pela Mgmt está esquematizado na Figura 7. 

 

Figura 7 - Mecanismo de reparo por Mgmt. A Mgmt (em azul) transfere de forma irreversível o grupo 
alquila (círculo beje) da posição O6 da guanina (O6-MG) a uma cisteína conservada reativa (C145) em 
seu interior. Após esse processo, a proteína é desativada, ubiquitinada e degradada em um 
proteossomo (KOHSAKA E TANAK, 2013). 

 

O dano por alquilação é proveniente de processos metabólicos endógenos, como a 

S-adenosilmetionina, e de fontes ambientais (LAMB et al., 2014; PARANJPE et al., 2014). 

O consumo de carnes cozidas ou processadas e a inalação de tabaco industrial de 

cigarro são fontes comuns de dano por alquilação no mundo moderno (LAMB et al., 

2014). A danificação por alquilação a partir de fontes ambientais tem sido relacionada 
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ao aumento no risco de uma variedade de cânceres humanos, que atingem os tecidos 

por inalação ou ingestão desses agentes (LAMB et al., 2014). 

Compostos N-nitrosos são agentes alquilantes formados a partir da reação de um 

nitrito ou óxidos de nitrogênio com uma amina secundária e N-alquilamidas, 

produzindo N-alquilnitrosaminas e N-alquilnotrosamidas (FAHRER E KAINA, 2013). 

Esses compostos, em especial as N-alquilnitrosaminas, são encontrados em bebidas 

como cervejas e em alimentos, incluindo peixe defumado, bacon, salsichas e queijo 

(FAHRER E KAINA, 2013). Outras fontes exógenas de compostos N-nitrosos são 

cosméticos contaminados com N-nitrosodietanolamina e cigarros que contêm N-

nitrosodimetilamina e nitrosaminas específicas do tabaco (FAHRER E KAINA, 2013). 

As N-nitrosaminas são pró-carcinógenos que sofrem ativação metabólica pelas 

isoenzimas do citocromo P450 antes de reagirem com o DNA (FAHRER E KAINA, 2013). 

Isso resulta no acionamento da iniciação tumoral (FAHRER E KAINA, 2013). A reação 

das N-nitrosaminas com as isoenzimas do citocromo P450 causa a formação de pelo 

menos 12 adutos de DNA metilados diferentes (FAHRER E KAINA, 2013).  

Dentre os compostos N-nitrosos, as nitrosaminas específicas do tabaco podem 

interagir diretamente com o DNA em vários locais, formando 13 tipos diferentes de 

adutos de DNA (ZUO et al., 2004). Dentre esses adutos, os mais biologicamente 

relevantes são O6-AlqG e O4-AlqT (ZUO et al., 2004). A proteína Mgmt também é capaz 

de reparar o aduto extenso de O6- [4-4-oxo (3- piridil) butil] guanina, que é introduzido 

pela nicotina cetona derivada de nitrosamina específica do tabaco (FAHRER E KAINA, 

2013). Devido a uma similaridade estrutural, a DNA polimerase pode confundir O6-

AlqG e O4-AlqT com as bases normais adenina e citosina, respectivamente (ZUO et 

al., 2004). Desta forma, se o dano não for suficientemente reparado haverá a formação 

da mutação de ponto de transição G:C  A:T ou A:T  G:C (ZUO et al., 2004). A 

inserção da O6-AlqG na cadeia de DNA causa uma quebra na dupla fita e um mal 

pareamento (THON et al., 2013). O acúmulo dessas lesões acaba levando à 

interrupção dos eventos de transcrição ou será reconhecido pelo mecanismo de 

reparo por incompatibilidade (MMR), que por sua vez induz a apoptose e morte celular 

(IYAMA E WILSON, 2013; THON et al., 2013). Desta forma, o MGMT protege as células 

contra mutagênese e transformações malignas ao remover os grupos alquila das 

guaninas (RAMALHO-CARVALHO et al., 2013). 
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As O6-AlqGs de forma geral, incluindo O6-metilguanina (O6-MtG) e grupos alquil 

maiores, causam mutações que têm sido observadas frequentemente em diferentes 

tipos de câncer como de pulmão, de mama, cólon e cabeça e pescoço (XU et al., 

2014). Com isso, baixos níveis da proteína Mgmt podem desempenhar um papel 

importante na carcinogênese por exposição a agentes alquilantes (RAMALHO-

CARVALHO et al., 2013; XU et al., 2014). De fato, um largo espectro de tumores 

humanos têm sido relacionados à hipermetilação do MGMT, como gliomas, linfomas, 

câncer de cólon, câncer de cabeça e pescoço, câncer de testículo e retinoblastomas 

(RAMALHO-CARVALHO et al., 2013). Tem sido demonstrado que tecidos tumorais 

possuem frequentemente níveis mais baixos da proteína Mgmt em relação a tecidos 

saudáveis (RAMALHO-CARVALHO et al., 2013). Além disso, também já foi demonstrado 

a presença de uma quantidade média menor de RNAm do gene MGMT em tecidos de 

mucosa cancerosos, quando comparados com tecidos normais (YANG et al., 2015). 

Aparentemente, a regulação negativa do gene MGMT presente em tumores se deve 

em grande parte à metilação aberrante do promotor (RAMALHO-CARVALHO et al., 2013). 

Em contrapartida, altos níveis de Mgmt protegem as células contra mutações 

induzidas por tais agentes (XU et al., 2014).  

Levando em conta essa relação encontrada entre a metilação do gene MGMT e o 

surgimento de tumores, esse trabalho tem como objetivos verificar o perfil de 

metilação do promotor desse gene em amostras de pacientes com CEO e relacionar 

com suas características clinicopatológicas. 
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3. Objetivos 

 

 

3.1. Objetivo geral 

 

 

Definir o perfil de metilação do gene MGMT em pacientes com CEO na população 

do Espírito Santo e sua relação com fatores clinicopatológicos. 

 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

 Verificar a presença de hipermetilação no gene MGMT em amostras tumorais de 

pacientes com CEO; 

 Relacionar o perfil de metilação do gene MGMT com características do paciente 

(idade e sexo), fatores de risco (tabagismo e etilismo) e características do tumor 

(sítio anatômico, tamanho do tumor, acometimento linfonodal e estádio). 

 

4. Material e Métodos 

 

 

4.1. Coleta de Amostras 

 

 

Todos os participantes desta pesquisa foram provenientes do Programa de Prevenção 

e Detecção Precoce de Câncer de Boca do Hospital Santa Rita de Cássia, localizado 

em Vitória-ES, durante os anos de 2012 e 2013. 

Foram incluídos indivíduos com diagnóstico conclusivo de carcinoma escamocelular 

oral, independentemente de gênero, grupo étnico ou faixa etária. Estes pacientes 
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ainda não tinham iniciado o tratamento antineoplásico de cirurgia, quimioterapia ou 

radioterapia e seu tratamento teve como modalidade inicial a terapia cirúrgica. Os 

tumores foram categorizados conforme sítio e sistema TNM de classificação de 

tumores pela equipe médica do hospital. 

Foram excluídos do estudo pacientes que apresentaram carcinoma escamocelular 

recidivante ou que já foram submetidos, em algum momento da evolução da doença, 

a outras modalidades não cirúrgicas de terapia antineoplásica, bem como indivíduos 

que apresentaram condições sistêmicas limitantes de sua participação no estudo. 

A coleta dos dados sobre história do consumo de álcool e uso do tabaco, além das 

variáveis gênero, idade e etnia, foi realizada por meio de entrevista com o paciente 

durante o atendimento inicial. 

Esse trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Centro Integrado 

de Atenção à Saúde (processo número 318/2011), demonstrado no Anexo A. 

 

 

 

4.2. Amostras tumorais 

 

 

Fragmentos de tumores primários obtidos durante a ressecção cirúrgica foram 

armazenados em RNAlater RNAStabilization Reagent (Ambion – Qiagen, Texas, 

EUA) e estocados a -80°C até a etapa de extração do DNA. 
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4.3. Extração de DNA 

 

 

A extração de DNA foi realizada a partir de tumores frescos, através da degradação 

mecânica e enzimática dos tecidos. O procedimento foi adaptado de Goelz et al. 

(1985). O protocolo está detalhado no Anexo B. 

 

 

4.4. Análise de hipermetilação da região promotora do gene MGMT 

 

 

4.4.1. Quantificação das amostras de DNA para modificação 

 

 

A concentração das amostras de DNA em nanogramas por microlitro (ng/μL) foi 

determinada por espectrofotometria no equipamento NanoDrop™ 2000/2000c 

(Thermo Fisher Scientific, Delaware, EUA). 

 

 

 

4.4.2. Modificação do DNA por bissulfito de sódio 

 

 

Para a modificação do DNA foi utilizado o kit de conversão por bissulfito  

methylSEQr™ Bisulfite Conversion Kit (APPLIED BIOSYSTEMS, California, EUA), como 

especificado no Anexo C. Após este procedimento, as citosinas não-metiladas são 

convertidas em uracilas, ao passo que as citosinas metiladas mantêm-se inalteradas, 

como ilustrado na Figura 8. Isso possibilita a distinção entre o DNA metilado e não-

metilado na análise por PCR. 
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Figura 8 – Método de modificação do DNA por bissulfito de sódio. As citosinas não-metiladas são 

convertidas em uracilas. Citosinas metiladas são protegidas dessa conversão (APPLIED BIOSYSTEMS, 

2006). 

 

4.4.3. Amplificação por MS-PCR: Reação em cadeia da polimerase 

específica para metilação 

 

 

O DNA modificado foi amplificado através da técnica de MS-PCR (Methylation-

Specific Polymerase Chain Reaction), descrito por Herman et al. (1996). Esse método 

baseia-se no uso de primers desenhados especificamente para distinguir o alelo 

metilado e o não-metilado, aproveitando as diferenças nas sequências geradas pela 

modificação por bissulfito. São utilizados dois diferentes pares de primers para o gene 

em questão: um deles é voltado para sequências não metiladas e identificado por U 

(unmet); o segundo é destinado a regiões metiladas e designado como M (met). As 

sequências dos primers, de acordo com Esteller et al. (1999), e as condições 

relacionadas à PCR são apresentadas na Tabela 5. 
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Tabela 5 - Sequência dos primers do gene MGMT, temperaturas de anelamento (TA) e tamanho dos 

fragmentos na MS-PCR  

Primers  Sequência TA 
Tamanho 

do 
amplicon 

U Foward  5’TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT 3’ 

60ºC 

93 pb 
U Reverse 5’AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAACA 3’ 

M Foward 5’TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC 3’ 
81pb 

M Reverse 5’GCACTCTTCCGAAAACGAAACG 3’ 

U: Primer utilizado para amplificação do alelo não metilado 

M: Primer utilizado para amplificação do alelo metilado 

 

Cada reação de MS-PCR continha os seguintes reagentes: 0,45µL de MgCl2, 1,5µL 

de buffer, 0,3µL de dNTP, 0,4 µL de cada primer (F e R), 0,09 µL de Platinum® Taq 

DNA Polimerase, 2,0 µl de DNA e água ultrapura para atingir um volume final de 15 

µl. O mix U (com o primer não metilado) e o mix M (com o primer metilado) foram 

preparados separadamente. Os reagentes MgCl2, buffer, primers e Taq polimerase 

foram fornecidos por Invitrogen (Life Technologies, California, EUA). Os dNTPs foram 

fornecidos por Sigma-Aldrich (Missouri, EUA). Todas as reações de MS-PCR foram 

realizadas no termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems - Life 

Technologies, Califórnia, EUA). As condições físicas ideais para amplificação em cada 

reação de MS-PCR foram as seguintes: 95ºC por 3 minutos (desnaturação inicial); 35 

ciclos de 95ºC por 30 segundos (desnaturação), 55ºC por 30 segundos (anelamento), 

72ºC por 30 segundos (extensão); 72ºC por 10 minutos (extensão final). 

O controle positivo para alelo metilado foi obtido através da metilação in vitro de DNA 

de linfócito normal, utilizando a enzima CpG Methyltransferase (M. SssI), seguindo o 

protocolo detalhado no Anexo D (Thermo Scientific, Delaware, EUA). Essas amostras 

funcionaram como controle positivo para primers M e como negativo para primers U, 

como demonstrado na Figura 9. O DNA de linfócitos normais também foi escolhido 

como referência de sequência não-metilada e serviu como controle positivo para 

primers U, não havendo amplificação por primers M (Figura 9). Ambos os controles 

foram modificados por bissulfito. Além desses, o controle branco (sem DNA) utilizando 

água ultrapura também foi incluído em cada amplificação. 
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4.4.4. Eletroforese 

 

 

Os produtos gerados pela MS-PCR foram aplicados em gel de poliacrilamida 7% 

produzido de acordo com o protocolo no Anexo E. O gel foi corado com solução de 

nitrato de prata (0,1%) seguindo o protocolo do Anexo F. A corrida foi realizada no 

aparelho PWsys-PW 300 (Biosystems, Curitiba, Brasil). As condições de corrida no 

gel foram: voltagem de 220 V, intensidade de 302 mA, potência de 100 W e tempo de 

45 minutos. O registro dos géis foi feito por meio do sistema de imagem de gel Doc-

Print VX5 (Vilber Lourmat, Collégien, França). A Figura 9 demonstra a verificação da 

especificidade dos primers U e M. A Figura 10 mostra um exemplo da análise de 

amostras em gel da MS-PCR. 
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 C + M 

 

C + U 

 

H2O 

Ladder 
100 pb  U      M 

 

 U M 

 

U M 

 

Figura 9 – Verificação da especificidade dos primers U e M. “M” indica 
amostra testada com primer metilado (banda de 81 pares de base-pb). “U” 
indica amostra testada com primer não metilado (banda de 91pb). “C+U” 
representa o controle positivo para alelo não metilado (DNA de leucócitos 
normais modificado com bissulfito de sódio). “C+M” representa o controle 
positivo para alelo hipermetilado (DNA de leucócitos normais metilado in vitro 
e modificado com bissulfito). “H2O” indica o controle branco com água 
ultrapura. Marcador de peso molecular (ladder) de 100 pb. 
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Figura 10 - Detecção da hipermetilação do promotor do gene MGMT por MS-PCR. “M” indica a 
presença de alelo com hipermetilação. “U” indica a presença do alelo não metilado. Os números (#) 
indicam a identificação das amostras. “C+U” representa o controle positivo para alelo não metilado. 
“C+M” representa o controle positivo para alelo hipermetilado. “H2O” indica o controle branco com água 
ultrapura. 
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4.5. Análise de dados 

 

 

Foram realizados testes estatísticos com o objetivo de correlacionar os dados de 

metilação com as características clinicopatológicas. A análise estatística da 

associação entre variáveis foi feita utilizando o teste exato de Fischer por meio do 

software R statistical environment (R CORE DEVELOPMENT TEAM, 2014). Foram 

consideradas significantes aquelas associações cujo valor de P foi menor que 0,05. 

 

 

 

5. Resultados 

 

 

5.1. Características clinicopatológicas das amostras e dos pacientes 

 

 

Foram coletadas 83 amostras, sendo que 75,9% (63/83) dos tumores eram de 

cavidade oral e 24,1% (20/83) eram provenientes de orofaringe. Em relação ao 

tamanho do tumor, 56,63% (47/83) foram classificados como T3 ou T4. Houve 

acometimento linfonodal em 48,19% (40/83) dos pacientes. Na ocasião do 

diagnóstico, 69,88% (58/83) dos casos enquadravam-se em estádios avançados do 

tumor (III+IV). 

Dentre os pacientes, 83,13% (69/83) eram do sexo masculino. 51,81% (43/83) 

apresentavam idade inferior à média de 57,5 anos. Quanto ao consumo de tabaco, 

68,75% (55/80) dos pacientes apresentavam ou já apresentaram o hábito tabagista e 

31,25% (25/80) nunca fumaram. Os indivíduos que faziam ou já fizeram uso de bebida 

alcoólica somaram 92,5% (74/80), enquanto que apenas 7,5% (6/80) nunca 

consumiram. De todos os indivíduos estudados, 53 (66,25%) apresentavam ou já 

apresentaram hábito etilista e tabagista em algum momento da vida.  
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5.2. Perfil de metilação das amostras tumorais de CEO 

 

 

A hipermetilação no promotor do gene MGMT foi detectada em 17 das 83 amostras 

(20,48%). 

 

 

 

5.3. Análise de Dados 

 

 

O perfil de metilação obtido para as amostras, sua relação com cada característica 

analisada e os resultados da análise estatística estão resumidos na Tabela 6. Houve 

correlação significativa entre a hipermetilação do gene MGMT e o sítio anatômico de 

cavidade oral (p=0,0234). Não foi encontrada nenhuma correlação significativa entre 

a hipermetilação e os demais parâmetros clinicopatológicos analisados: idade, sexo, 

tabagismo, etilismo, tamanho do tumor, acometimento linfonodal e estádio tumoral. 
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Tabela 6 - Dados clinicopatológicos e sua relação com o estado de metilação do gene MGMT. 

 

Acometimento 

linfonodal  
    

 Não (N0) 43 11 (25,58%) 32 (74,42%) 
 

0.1748 

 Sim (N1 + N2+ N3) 40 6 (15%) 34 (85%)  

Estádio       

 
Inicial (I + II) 24 

7 (29,17%) 17 (70,83%) 0.2433 

 
Avançado (III + IV) 58 

10 (17,24%) 48 (82,76%)   

n(%) = número de amostras (porcentagem); *valor significativo. "Met" se refere às amostras 

hipermetiladas e "Unmet" às amostras sem hipermetilação do promotor. 

  

Fatores 
clinicopatológicos 

Subgrupos Total 

Estado de metilação - 
n(%) p 

Met Unmet 
Total de pacientes _ 83 17 (20,48%) 66 (79,52%)  

Idade      

 < 57,5 43 9 (20,93%) 34 (79,59%) 0.7863 

 >= 57,5 39 7 (17,95%) 32 (82,05%)  

Sexo      

 Masculino 69 14 (20,29%) 55 (79,71%) > 0.9999 

 Feminino 13 2 (15,38%) 11 (84,62%)  

Sítio anatômico     

 Cavidade oral 63 16 (25,4%) 47 (74,6%) 0,0234* 

 Orofaringe 20 1 (5%) 20 (95%)  

Tabagismo      

 Sim 55 9 (16,36%) 46 (83,64%) 0.5377 

 Não 25 6 (24%) 19 (76%)  

Etilismo      

 Sim 74 14 (22%) 60 (78%) > 0.9999 

 Não 6 1 (15,63%) 5 (84,37%)  

Etilismo + Tabagismo    

 Sim 53 9 (16,98%) 44 (83,02%) 0.5612 

 Não 27 6 (22,22%) 21 (77,78%)  

Tamanho do tumor    

 Tis 2 1 (50%) 1 (50%) 0.3344 

 T1 + T2 34 8 (23,53%) 26 (76,47%)  

 T3 + T4 47 8 (17,02%) 39 (82,98%)  
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6. Discussão 

 

 

A hipermetilação do promotor do gene MGMT tem sido associada ao desenvolvimento 

e progressão de diversos tipos de câncer (RAMALHO-CARVALHO et al., 2013). Este 

trabalho buscou investigar o perfil de metilação deste gene em pacientes com CEO e 

sua possível associação com fatores clinicopatológicos. Neste trabalho, 83 casos de 

carcinoma escamocelular de cavidade oral e orofaringe foram analisados por meio da 

técnica de MS-PCR. Foram utilizadas amostras de tecido tumoral frescas.  

Das amostras de CEO estudadas, 20,48% (17/83) obtiveram resultado positivo para 

hipermetilação da região promotora do gene MGMT. Resultados similares foram 

relatados por Taioli et al. (2009) e Zuo et al. (2004) que encontraram índices de 29.6% 

(26/88) e 18,1% (17/94), respectivamente, para amostras de CECP. Righini et al. 

(2007) verificaram uma taxa de 29% dentre as 90 amostras analisadas, considerando 

casos de câncer primário recém-diagnosticado e de segundo câncer primário de 

CECP. Outros trabalhos encontraram uma frequência maior, como é o caso de 

Asokan et al. (2014) e Nagata et al. (2012) para CEO e Koutsimpelas (2012) para 

CECP, cujos resultados foram de 40% (4/10), 76,5% (26/34) e 57% (13/23), 

respectivamente. Bhatia et al. (2014) observaram uma frequência de 76% (58/76) para 

tecido tumoral de pacientes com CEO. Taxas de hipermetilação muito baixas também 

já foram descritas para amostras de CECP (11% - 12/113) e CEO de língua (0% - 

0/115) (HOCHHAUSER et al., 2013; LIM et al., 2014). 

Os resultados de metilação descritos no trabalho de Bhatia et al. (2014) incluem 

amostras com metilação completa (apenas com amplicon metilado) e metilação 

parcial (com amplicons metilados e não metilados). Este último caso pode ser 

observado na análise em gel demonstrada na Figura 10, na qual amostras que 

apresentaram banda para o primer metilado (primer “M”) também exibiram banda para 

o primer não metilado (primer “U”). A presença de nível significativo de DNA metilado 

e não metilado em um mesmo paciente pode ser resultado de heterogeneidade celular 

ou ativação monoalélica (BHATIA et al., 2014). 
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A diferença nas frequências de hipermetilação entre este trabalho e os anteriores pode 

ser atribuída, em parte, às diferentes populações de pacientes e/ou fatores etiológicos 

associados (Zuo et. al, 2004). Outras explicações plausíveis são a inclusão de 

pacientes em variados estágios da doença e com uma heterogeneidade no histórico 

de consumo de tabaco (HOCHHAUSER et al., 2013). Segundo Lim et al. (2014), tumores 

de diferentes sítios anatômicos, a variabilidade no número de amostras, a análise de 

diferentes loci de regiões similares e a alta sensibilidade da abordagem de MS-PCR 

podem também resultar nas diferentes taxas de metilação já encontradas.  

Foi detectada neste trabalho uma associação significativa entre a hipermetilação do 

gene MGMT e o sítio anatômico cavidade oral (p=0,0234). É importante ressaltar o 

fato de esta região ter contato imediato e direto com fatores considerados de risco, 

como consumo de tabaco, álcool e alguns componentes da dieta. Assim, este 

resultado indica a possibilidade de haver um efeito combinado entre a hipermetilação 

do promotor de MGMT com os fatores de risco para o desenvolvimento de CEO. 

Outros autores como Righini et al. (2007) e Carvalho et al. (2011) obtiveram resultados 

contrários, não obtendo significância ao analisar os sítios de cavidade oral, orofaringe, 

hipofaringe e laringe. Taioli et al. (2009) também não verificaram significância com os 

sítios de cavidade oral e orofaringe. 

Não foi observada associação significativa com as demais características 

clinicopatológicas, o que está em sintonia com os resultados de Zuo et al. (2004), 

Righini et al. (2007), Taioli et al. (2009) e Carvalho et al. (2011). 

Por outro lado, Bhatia et al. (2014) verificaram associação significativa entre o hábito 

do uso de tabaco (tanto fumado como mascado) e álcool com a hipermetilação do 

gene MGMT. É importante ressaltar que a utilização desses fatores de risco foi mais 

frequente em pacientes com lesões orais pré-malignas (90-100%) e de CEO (78%), 

quando comparado com amostras controle (56%) (BHATIA et al., 2014).  

Estudos que utilizaram amostras controle (saudáveis) detectaram diferença 

significativa do nível de metilação do MGMT quando comparado com tecidos tumorais. 

Utilizando amostras de lavagem oral, Nagata et al. (2012) detectaram em seu trabalho 

um alto nível de hipermetilação do MGMT para o grupo com CEO (76,5% - 26/34) 

quando comparado com o grupo controle (20,8% - 5/24). Além disso, o gene MGMT 
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obteve altos valores de sensibilidade e especificidade para a detecção de metilação, 

considerando-o um candidato apropriado para a detecção do CEO (NAGATA et al., 

2012). Essa diferença também foi observada por Bhatia et al. (2014) que verificaram 

um nível de hipermetilação de 59% (32/54) e 76% (58/76) para amostras de tecido 

pré-malignas e de CEO, respectivamente, e de 13% (2/16) para amostras de tecido 

tumoral.  

Levando em conta as evidências citadas, a hipermetilação do promotor de MGMT 

pode ser considerada como um evento frequente em tecidos tumorais. De acordo com 

Koutsimpelas et al. (2012), é possível supor que a perda epigenética da função do 

MGMT pode aumentar as taxas de mutação como resultado de um comprometimento 

no reparo do DNA. 

No trabalho de Righini et al. (2007) foi detectada hipermetilação do gene MGMT em 

31% das 68 amostras de câncer primário recém-diagnosticado e 23% das 22 amostras 

de segundo câncer primário. Este resultado indica uma potencial utilidade desse gene 

no acompanhamento da doença pós-tratamento (RIGHINI et al., 2007). Ao analisar 

amostras de leucoplasia oral e de CEO, Asokan et al. (2014) obteve as frequências 

de 30 e 40% de metilação do MGMT, respectivamente. Além disso, dentre as 

amostras de lesões pré-malignas, Bhatia et al. (2014) detectou uma maior frequência 

de hipermetilação em tecidos com leucoplasia com ou sem displasia (73%), em 

relação a amostras de fibrose submucosa (46%) e de líquen plano bucal (25%). Isso 

sugere que a metilação desse gene pode ser um evento pré-maligno, o que indica 

uma possível significância como fator prognóstico para o CEO (ASOKAN et al., 2014). 

O silenciamento transcricional induzido pela hipermetilação do gene MGMT, tanto em 

pré-câncer quanto em câncer bucal, distintamente separado da mucosa oral normal, 

sugere um papel importante dessas mudanças na progressão do estado pré-maligno 

para malignidade (BHATIA et al., 2014). De acordo com Bhatia et al. (2014), a detecção 

e quantificação de metilação na região promotora podem fornecer perfis epigenéticos 

lesão-específicos e contribuir significativamente para o rastreio, vigilância e 

tratamento de lesões orais pré-malignas e de carcinoma escamocelular. A metilação 

aberrante do promotor do MGMT poderia, assim, ser um complemento útil para 

avaliação histopatológica para a previsão do risco de transformação maligna de um 

estado pré-canceroso (BHATIA et al., 2014). 
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A função antimutagênica do gene MGMT, paradoxalmente, pode interferir nas ações 

citotóxicas de agentes alquilantes anticancerígenos (PARANJPE et al., 2014). Isto se 

deve ao fato de que a proteína Mgmt repara efetivamente as lesões por O6-MtG e 

cloroetilguanina que são induzidas por agentes metilantes (temozolonida – TMZ - 

dacarbazina e procarbazina) e agentes cloroetilantes (carmustina e lomustina) 

(FAHRER E KAINA, 2013; PARANJPE et al., 2014). Levando isso em consideração, Mgmt 

emergiu como um determinante central da resistência tumoral a agentes alquilantes 

(PARANJPE et al., 2014). O MGMT foi um dos primeiros biomarcadores de predição 

baseado em metilação do DNA a determinar a resposta do paciente a quimioterapia 

alquilante (MIKESKA E CRAIG, 2014). Atualmente, está bem estabelecido que pacientes 

com glioma que apresentam hipermetilação do promotor e perda de expressão de 

MGMT têm resposta muito melhor à quimioterapia, além de maior sobrevida livre de 

progressão (MINOO, 2013). A expressão normal do MGMT, por sua vez, tem sido 

apontada como um fator preditivo de má resposta ao tratamento e pior sobrevida 

global (MINOO, 2013). 

A técnica de MS-PCR, adotada neste trabalho, é muito utilizada para estudos de 

hipermetilação de promotor e silenciamento gênico, sendo considerada direta, rápida 

e sensível (TAIOLI et al., 2009; NAGATA et al., 2012). Apesar de exclusivamente 

qualitativa, é possível detectar hipermetilação antes de os tumores se tornarem 

clinicamente evidentes (TAIOLI et al., 2009; NAGATA et al., 2012). Righini et al. (2007) 

conseguiram detectar anormalidades alguns meses antes da recidiva clínica em 

pacientes com CECP. Da mesma forma, foi possível diagnosticar tumores ainda muito 

pequenos, estando cirurgicamente curáveis (RIGHINI et al., 2007). Com isso, de acordo 

com Nagata et al. (2012), o perfil de metilação do DNA pode ser um marcador muito 

útil não só para a detecção, mas também para a predição de riscos futuros de CEOs. 

A realização de análises com tecido tumoral possui diversas vantagens. De acordo 

com Hochhauser et al. (2013), este tipo de amostra deve ser utilizada para a detecção 

de metilação sempre quando disponível. Em um estudo comparativo entre tecido 

tumoral e soro, estes autores observaram uma maior sensibilidade das amostras de 

tecido tumoral para a detecção de metilação no gene MGMT (HOCHHAUSER et al., 

2013). Dentre as explicações possíveis para a menor sensibilidade das amostras de 

soro, estão: a variação nas quantidades de DNA livre circulante e o grau de 
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propagação do DNA tumoral (HOCHHAUSER et al., 2013). Além disso, a etapa química 

de MS-PCR (conversão por bissulfito de sódio) pode causar dano no DNA, o que pode 

acabar reduzindo a quantidade de DNA disponível para a análise (HOCHHAUSER et al., 

2013).  

Resultados semelhantes foram encontrados por Carvalho et al. (2011) em uma 

comparação entre tecido tumoral e saliva. Para os 59 casos em que houve detecção 

de metilação em amostras de tumores primários, apenas 33 (55,9%) apresentaram 

hipermetilação para 1 ou mais genes em amostras de saliva (CARVALHO et al., 2011). 

Em uma análise com 11 genes, Righini et al. (2007) verificou que, para certas 

amostras, alguns genes específicos que se encontravam metilados em tumores não 

apresentaram o mesmo resultado para saliva correspondente (RIGHINI et al., 2007). 

Da mesma forma, Bhatia et al. (2014) detectaram metilação do gene MGMT em 76% 

(58/76) das amostras de tecido e 57% (43/76) das amostras de sangue de pacientes 

com CEO. 

Este trabalho, em complemento com os demais dados obtidos da literatura, 

demonstram a hipermetilação do promotor do gene MGMT como mecanismo de 

silenciamento gênico em de células cancerosas e sua importante atuação como 

supressor tumoral. Levando isso em consideração, tanto a hipermetilação do promotor 

do MGMT quanto a aparente perda da expressão da proteína Mgmt podem ser usados 

como biomarcadores prognósticos fiáveis.  
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7. Conclusões 

 

 

Os resultados obtidos por esta pesquisa, em conjunto com estudos prévios, indicam 

que a hipermetilação do gene MGMT é um evento frequente em células tumorais de 

CEO, podendo ser influente em sua gênese. Além disso, há evidências que a 

hipermetilação do gene MGMT na progressão tumoral é um evento pré-maligno e 

possui potencial utilidade no acompanhamento da doença.  

A associação significativa entre a hipermetilação do promotor do gene MGMT e o sítio 

anatômico cavidade oral pode indicar que nesta região há um efeito combinado entre 

o silenciamento epigenético MGMT e os fatores de risco na promoção do CEO. Na 

cavidade oral, o efeito conjunto do reparo deficiente mais a exposição direta ao tabaco, 

álcool e componentes da dieta pode potencializar o desenvolvimento de tumores. 

A ausência de associação com as demais características do paciente e do tumor, 

também verificada por trabalhos anteriores, pode indicar, no contexto deste estudo, 

que a hipermetilação deste gene é um evento relevante na carcinogênese, porém, não 

estritamente desencadeado pela exposição aos fatores de risco ou associado 

especificamente a um estágio de desenvolvimento do tumor.  

Os resultados obtidos pelos trabalhos citados, juntamente com o trabalho atual, 

indicam que tanto a hipermetilação do promotor do MGMT quanto a aparente perda 

da expressão da proteína do Mgmt podem ser usados como biomarcadores 

prognósticos fiáveis em vista de sua frequência entre tumores e sua associação com 

uma região anatômica tão fortemente exposta aos fatores de risco. O perfil de 

metilação do MGMT e de outros genes relacionados ao câncer pode constituir 

futuramente uma ferramenta útil no gerenciamento clínico da doença.  

Em adição às análises qualitativas aqui realizadas, estudos de caráter quantitativo 

poderiam contribuir para melhor compreensão da relação entre a epigenética deste 

gene e a progressão do CEO, assim como ensaios relacionados à expressão e 

funcionalidade de sua proteína. A determinação de quantos e quais sítios da ilha CpG 

do gene MGMT estão relacionados com o silenciamento gênico e quais dessas 

regiões possuem relevância clínica ainda é necessária.  
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APÊNDICES 

Anexo A - Aprovação pelo Comitê de Ética 

 



67 
 

 
 

 



68 
 

 
 

Anexo B - Protocolo de extração do DNA Genômico de tecido tumoral fresco. 

1) Cortar um fragmento do tecido (5mg à 20mg do tecido). 

2) Lavar com água destilada. 

3) Com o auxílio de um bisturi deve-se cortar o fragmento até se obter fragmentos 

de dimensões muito pequenas. 

4) Inserir os fragmentos cortados em um micro tubo de 1,5mL e acrescentar 

360µL de TE9. 

5) Acrescentar 90µL de Proteinase K – SDS (05 mg/mL de PK em 10% de SDS), 

vortexar por 2 min. 

6) Spin Down (10 seg. na minicentrífuga) para que os fragmentos desçam da 

parede do tubo para o líquido. 

7) Incubar em banho-maria a 60ºC por dois dias (Observar se houve a digestão 

completa do tecido). 

8) Seguir a metodologia de extração orgânica (fenol-clorofórmio): 

9) Após a incubação, adicionar 450µL de PC9 e homogeneizar por 1 minuto. 

10) Centrifugar a 15.996 x g por 2 minutos. 

11) Transferir o sobrenadante aquoso para um novo tubo (cuidado para não 

aliquotar proteína ou fenol). 

12) Repetir os passos 9, 10 e 11. 

13) A um volume prévio de 400 µL (caso não apresente esse volume, completar 

com TE9), adicionar 100 µL de 10M de NH4OAc (Acetato de Amônio). 

14) Precipitar o DNA com 1 mL de EtOH (etanol) 100% gelado, vórtex por 30s. 

15) Centrifugação a 15.996 x g por 15 min.  

16) Descartar todo o líquido sem voltar o tubo e lavar com 1mL de etanol 70% (não 

vórtex, inverter o tubo 2x). 

17) Centrifugação a 15.996 x g por 5 min. e descartar novamente todo o líquido. 

18) Secar os tubos invertidos por 10-15 min. sobre o papel toalha. 

19) Ressuspender o DNA em 50 µL de TE. 

20) Incubar em banho-maria a 37ºC por 15-20 min. para eluir o DNA. 

21) Armazenar em geladeira a 4ºC ou em freezer -20ºC. 
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TE9 

1) Use precauções de PCR para este reagente. 

2) Para fazer 2L: 

a. 121g de Tris (Baker) 

b. 14,9g de EDTA (FW=372,2) 

c. 4 mL de NaCl 5M (29,22 g de NaCl para 100 mL de H2O meli-Q) 

d. 1,5L dH2O 

e. pH para 8,9 

f. qs para 2L 

g. autoclave 

h. guarde a 4ºC. 

3) Para 500 mL: 

a. 30,25 g de Tris (Baker) 

b. 3,725 g de EDTA (FW=372,2) 

c. 1 mL de NaCl 5M (29,22 g de NaCl para 100 mL de H2O meli-Q) 

d. Completar para 500 mL com dH2O 

e. autoclave 

f. guarde a 4ºC. 

PC9 

1) Enxágue garrafas de 500 mL e uma proveta de 500 mL com dH2O 

2) Esquente o fenol a 65ºC 

3) Adicione a cada garrafa, na sequência 

a. 160 mL de Fenol (USB 20078 ultrapure) 

b. 107 mL TE9 

c. 213 mL Clorofórmio (Mallinckrodt 4440) 

4) Agite, coloque a 4ºC por 2-3 horas. 

5) Agite novamente, coloque de volta a 4ºC. 

6) Após 2-3 horas, aspire a fase aquosa 

7) Mantenha a -20ºC, envolvido com papel alumínio e etiqueta. 
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LoTE 

Estoque: 

1M de Tris-HCl pH 7,5 

0,2M de EDTA – NaOH pH 8,0 

 

Uso: 

1,5 mL de Tris-HCl 1M pH 7,5 

0,5 mL de EDTA 0,2M – NaOH pH 8,0 

dH2O qsp 500 mL 

Autoclavar 

GOELZ SE, HAMILTON SR, VOGELSTEIN B. Purification of DNA from 

formaldehyde fixed and paraffin embedded human tissue. Biochemical and 

Biophysical Research Communications, v. 130 (1), p. 118-126, 1985. 
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Anexo C - Protocolo de conversão por bissulfito 

MethylSEQr™ Bisulfite Conversion Kit 

Atenção: MethylSEQr Conversion Reagent causa irritação na pele, nos olhos e no 

trato respiratório. A exposição pode causar reações alérgicas. MethylSeqr 

Denaturation Buffer causa queimadura severa na pele, nos olhos e no trato 

respiratório. Use jaleco, luvas e óculos de proteção. 

Parte I – Transformação por Bissulfito 

1) Em um tubo de microcentrífuga identificado combine: 
• 5 µL methylSEQr™ Denaturation Buffer 

• Até 300ng de gDNA em 45 µL de água ultrapura 

O volume final será 50 µL. Sele o tubo e misture bem o conteúdo 

Importante: Não exceda 300ng de DNA por reação de conversão. DNA em excesso 

pode provocar uma incompleta conversão da amostra por bissulfito. 

2) Incube os tubos a 37°C por no mínimo 15 minutos. Continue mantendo a 37°C 
enquanto prepara o reagente de conversão do passo 3. 

3) Prepare o methylSEQr™ Conversion Reagent. Para um tubo de methylSEQr 
Conversion Reagent, adicione: 
• 750 µL de água ultrapura 

• 210 µL methylSEQr™ Denaturation Buffer 

Obs.: Cada tubo do reagente methylSEQr Conversion Reagent pronto é suficiente 

para 10 amostras. 

4) Sele os tubos e coloque no vortex para misturar como é descrito a seguir:  
• Vortex por 1 minute 

• Deixe descansar por 2 minutos 

• Repita 5 vezes 

Importante: Proteja o methylSEQr Conversion Reagent da luz e use dentro de 1 hora 

de preparação. 

5) Remova o DNA desnaturado da incubação a 37 °C e adicione 100 µL do 

reagente de conversão para cada amostra. O volume final será 150 µL. 

6) Incube as amostras a 50 °C no escuro por 12 a 16h.  
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Parte II – Purificação da Amostra 

Atenção: Hidróxido de Sódio (NaOH) causa queimaduras severas na pele, nos olhos 

e no trato respiratório. 

 

1) Adicione 250 µL de água ultrapura na já montada methylSEQr™ Purification 
Column. 

 

2) Adicione os 150µL da amostra incubada e misture o conteúdo usando a pipeta. 
Cuidado para não perfurar a membrana da coluna. 

3) Centrifugue as amostras a, no máximo, 500 x g por 20 minutos. Descarte o 
filtrado. 

4) Adicione 350 µL de água ultrapura na parte superior do filtro de purificação da 
coluna. 

5) Centrifugue as amostras a 500 x g por 20 minutos. Descarte o filtrado. 

6) Repita as etapas 4 e 5. 

7) Adicione 350 µL de hidróxido de sódio 0.1 M na parte superior do filtro de 
purificação da coluna e deixe descansar por 5 minutos. 

8) Centrifugue a 500 x g por 20 minutos. Descarte o filtrado. 

9) Adicione 350 µL de água ultrapura na parte superior e centrifugue a 500 x g por 
15 a 20 minutes até a membrana estar apenas úmida ou uma pequena 
quantidade de líquido permanecer na parte superior. 

10) Adicione 50 µL de TE buffer 1X na parte superior e misture usando a pipeta. 
Deixe em repouso por 5 minutos. 

11) Inverta a coluna como mostrado e coloque-a em um tubo de microcentrífuga 
limpo. Centrifugue a 1000 x g por 30 segundos. 
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Anexo D - Protocolo de metilação in vitro de dna  

 

CpG Methyltransferase (M. SssI) – Thermo Scientific 

 

 

1) Em um tubo de microcentrífuga misture, à temperatura ambiente: 

 

10X M. SssI Buffer 2 µL 

50X SAM 0,4 µL 

DNA Até 1 µg 

M. SssI 1 µL   

Água ultrapura Completar para 20 

µL 

 

Supondo uma amostra de DNA cuja leitura no espectrofotômetro seja igual a 0,271 

µg/mL, com diluição 1:1000, o volume em µL necessário para captação de 1 µg seria: 

 

271 µg      1000 µL (= 1 mL) X = 3,69 µL da amostra de DNA 

   1 µg             X  

 

Sendo assim, a reação incluiria: 

 

10X M. SssI Buffer 2 µL 

50X SAM 0,4 µL 

DNA 3,69 µL 

M. SssI 1 µL   

Total parcial 7,09 µL 

Água ultrapura 12,91 µL 

Total final 20 µL 

 

2) Misture o conteúdo por alguns segundos usando a pipeta.  

 

3) Incube os tubos a 37°C por no mínimo 15 minutos. 

 

4) Pare a reação aquecendo à 65°C por 20 minutos. 

O DNA pode ser purificado por extração com fenol seguida por precipitação com 

etanol ou usando um kit de coluna de centrifugação. 
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Anexo E - Protocolo de preparação de gel de poliacrilamida 7% 

1) 8,75 mL de Acrilamida 40%. 

2) 5 mL de TBE 10X. 

3) Água destilada para volume final de 50 mL. 

4) 350 μL de APS 10%. 

5) 35 μL de TEMED. 

ACRILAMIDA 40%: 

1) 38g de acrilamida. 

2) 2g de bis-acrilamida. 

3) Água destilada para volume final de 100mL. 

TBE 10x 

1) 108g de Tris. 

2) 55g de Ácido Bórico. 

3) 16,6g ded EDTA (40mL de EDTA 0,5M). 

4) Água destilada para volume final de 1L. 

APS 10% 

1) 1g de Persulfato de amônio. 

2) Água destilada para volume final de 10mL. 
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Anexo F - Protocolo de coloração do gel de poliacrilamida 

1) Emergir o gel por 6 minutos em solução fixadora. 

2) Emergir o gel em solução de nitrato de prata por 12-15 minutos. 

3) Emergir o gel em água rapidamente, o suficiente para retirar o excesso de nitrato 

de prata. 

4) Emergir o gel em solução reveladora até o gel ser corado e as bandas puderem 

ser visualizadas. 

SOLUÇÃO FIXADORA 

1) 5 mL de ácido acético glacial. 

2) 100 mL de etanol absoluto. 

3) Água destilada para volume final de 1L. 

SOLUÇÃO DE NITRATO DE PRATA 

1) 0,45g de Nitrato de Prata. 

2) Água destilada para volume final de 450 mL. 

SOLUÇÃO REVELADORA 

1) 2,7mL de formaldeído. 

2) 75 mL de NaOH 5M (ou 15g). 

3) Água destilada para volume final de 1L. 


