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RESUMO 

 

 

Pereira CM. Avaliação do nível de expressão de MAGE A1 e BORIS e do 

perfil de metilação em carcinoma de células escamosas bucal. Belo 

Horizonte; 2011. [Tese de Doutorado-Universidade Federal de Minas Gerais] 

 

 

Apesar dos avanços no tratamento do carcinoma de células escamosas de 

boca (CCEB), não houve melhora significativa na taxa sobrevida de cinco 

anos, situada em torno dos 50%, nas últimas décadas. Diante destes dados, 

a busca por novas formas de terapia para o CCEB tem se tornado 

necessária. Antígenos Câncer-Testículo (CTAs) são antígenos cuja 

expressão está limitada às células germinativas e a vários tipos de câncer. 

Em virtude do seu potencial imunogênico, os CTAS são considerados 

moléculas-alvo promissoras para o desenvolvimento de vacinas contra o 

câncer. Abordagens imunoterapêuticas têm ganhado interesse no 

tratamento do carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço. O 

objetivo deste trabalho é avaliar a expressão de MAGE A1 e BORIS em 

amostras de CCEB e investigar a associação da hipometilação com este 

evento. Os níveis de expressão de MAGE A1 e BORIS foram investigados 

através de PCR em tempo real em 15 amostras de CCEB primários, 

comparados com 10 amostras normais. Os nossos dados mostram que 

estes genes estavam ausentes e/ou fracamente expressos nas amostras 

normais e tumorais avaliadas. Subsequentemente a expressão gênica foi 

avaliada através de PCR convencional em 20 amostras de CCEB e 10 

amostras de mucosa normal.  Semelhante aos resultados da PCR em tempo 

real esses genes apresentaram baixa e/ou ausência de expressão nas 

amostras avaliadas. O seqüenciamento pós-bissulfito revelou um nível de 

hipometilação presente na ilha CpG de MAGE A1 (~23%) em amostras de 

CCEB, semelhante ao encontrado na mucosa normal. Na avaliação por 

imunoistoquímica a proteína MAGE A1 foi detectada em 80% das amostras 



 

 

de CCEB avaliadas, mas não foi detectada nas amostras de mucosas 

normais; e a proteína BORIS foi detectada em 100% das amostras de CCEB 

e nas mucosas normais.  Embora não se tenha detectado a presença de 

transcritos de MAGE A1 e BORIS no CCEB, as proteínas destes genes 

foram detectadas nestas amostras. A presença de variantes splice  de 

MAGE A1 e BORIS pode explicar este achado. 

  



 

 

SUMMARY 

 

 

Pereira CM. MAGE A1 and BORIS expression level and methylation 

profile evaluation in oral squamous cell carcinoma. Belo Horizonte; 2011. 

[Tese de Doutorado-Universidade Federal de Minas Gerais] 

 

Despite the advances in the treatment management of Oral squamous Cell 

Carcinoma (OSCC) there has not been a significant improvement in the 5 

years survival rate, of which is about 50%, in the last decades. In the light of 

these data the search towards novel therapies for OSCC has become 

necessary. Cancer Testis Antigens (CTA’s) are antigens whose expression is 

limited to germ cells and to several types of cancer. Due to their 

immunogenic potential, the CTA’s are considered promising targets 

molecules for cancer vaccines development. Immunotherapeutic approaches 

have gained interest in the head and neck squamous cell carcinoma 

treatment. The aim of this project is to evaluate MAGE A1 and BORIS 

expression in OSCC samples and to investigate the association of 

hypomethylation with this event. The expression levels of MAGE A1 and 

BORIS were investigated by real time PCR in 15 primary OSCC patient 

samples compared to 10 normal samples. Our data show that these genes 

were absent and/or underexpressed in normal and tumor evaluated samples. 

Subsequently the gene expression was evaluated through conventional PCR 

in 20 primary OSCC samples and 10 normal mucosal samples. Similar to the 

real time PCR results, these genes were absent and/or underexpressed in all 

of the evaluated samples. Post Sodium bisulfite sequencing analysis showed 

a hypomethylation level present on the CpG island of MAGE A1 (~23%) in 

CCEB samples similar to those found on normal mucosal samples. In the 

immunohistochemical evaluation was detected the presence of MAGE A1 

protein in 80% of OSCC samples, but not in normal mucosal samples. 

BORIS protein was detected in 100% of OSCC and normal mucosal 

samples. Although MAGE A1 and BORIS transcripts have not been detected 



 

 

in any OSCC samples, the proteins of these genes have been detected in 

these samples. The presence of splice variants of MAGE A1 and BORIS are 

capable of explaining this finding. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 CÂNCER BUCAL 

O câncer bucal é o sexto tipo de câncer mais comum em todo mundo, 

com variações epidemiológicas entre as diferentes regiões geográficas (DAS 

e NAGPAL 2002). As neoplasias que incidem esta região são, em sua 

maioria, diagnosticadas em estádios avançados da doença, constituindo 

assim, um grande problema de saúde pública (MASSANO et al. 2006; 

PARKIN et al. 1993).  

De acordo com o INCA (Instituto Nacional do Câncer), o câncer bucal 

no ano de 2010, foi apontado como a quinta neoplasia mais comum entre 

homens no Brasil, contabilizando somente neste gênero cerca de 10.330 

novos casos. Para o gênero feminino esta estimativa foi de 3.790 casos, 

tornando-se a sétima neoplasia mais freqüente entre as mulheres; 

perfazendo uma proporção homem/mulher de 2,7: 1 (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE 2009). Cerca de 90% dos cânceres bucais são registrados em 

indivíduos com idade superior aos 45 anos (SILVERMAN S JR 2001). No 

entanto, nos últimos anos essa doença também vem sendo diagnosticada 

em adultos jovens e os fatores de risco relacionados com o aparecimento do 

câncer bucal nesse grupo de pacientes permanecem desconhecidos 

(FALAKI et al. 2010; LLEWELLYN et al. 2003; SCHANTZ e YU 2002).  

1 
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O carcinoma de células escamosas (CCE) é o tipo histológico mais 

freqüente na cavidade bucal, chegando a compreender cerca de 90% de 

todas as neoplasias desta região (BARASCH et al. 1998). 

O carcinoma de células escamosas bucal (CCEB) afeta 

principalmente a língua e o assoalho bucal, podendo também ocorrer em 

outros sítios anatômicos (AKANUMA et al. 1999; SCULLY e PORTER 2000; 

SHAH e LYDIATT 1995). Estudo realizado mostrou uma tendência global de 

incremento na mortalidade por câncer de boca e orofaringe na cidade de 

São Paulo, sendo que o câncer de língua foi responsável por mais de um 

terço desses óbitos (BIAZEVIC et al. 2006).  

Existe uma forte relação entre o estilo de vida e o CCEB.  Os 

principais fatores de risco apontados são o uso crônico do tabaco e do álcool 

(SHAH e LYDIATT 1995). A combinação destes dois fatores está associada 

a cerca de 90% dos casos de CCE de cabeça e pescoço (AKANUMA et al. 

1999; KOWALSKI et al. 2005). O uso concomitante de tabaco e álcool pode 

provocar um aumento de 38 vezes no risco de desenvolver cânceres na 

região da cabeça e pescoço (ZNAOR et al. 2003; ZYGOGIANNI et al. 2011). 

No Brasil, o fumo e a ingestão de álcool são citados como os principais 

agentes determinantes do CCEB, sendo que o risco desta neoplasia devido 

ao tabagismo é considerado bastante aumentado comparado a estudos 

similares em outros países (FRANCO et al. 1989).  

A presença do papiloma vírus humano (HPV), particularmente o HPV 

16 e o HPV18, vem sendo documentada também em CCEs de cabeça e 

pescoço (ALBERS et al. 2010). Apesar da relação entre o HPV e a etiologia 
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desta doença, não estar bem estabelecida, a taxa de detecção do HPV de 

20-50% em CCEB tem motivado uma série de experimentos com a 

finalidade de elucidar o papel deste vírus na carcinogênese bucal 

(CHOCOLATEWALA e CHATURVEDI 2009). 

Os cânceres de cabeça e pescoço nos estádios iniciais apresentam 

discretas manifestações clínicas e sintomatologia, ocasionando um atraso no 

diagnóstico e uma diminuição na sobrevida (CALIFANO et al. 1996). 

Alterações visíveis na mucosa podem preceder ao aparecimento do CCEB. 

Essas alterações podem se apresentar como manchas ou placas, com 

coloração branca ou avermelhada, denominadas como leucoplasia e 

eritroplasia, respectivamente (NEVILLE e DAY 2002). A prevenção e o 

diagnóstico precoce de lesões suspeitas têm o potencial de melhorar os 

índices de sobrevida de CCEB (NEVILLE e DAY 2002). 

O tratamento do CCEB produz frequentemente disfunções e 

distorções na fala, na mastigação, na deglutição e na saúde dentária 

(FEDELE 2009). A escolha do tipo de tratamento para os cânceres da 

cavidade bucal dependerá de alguns fatores, como por exemplo, do 

estadiamento da doença realizado de acordo com o sistema TNM (Tumor-

Nódulo-Metástase) (ANEXOS 1 e 2),  do desejo e da tolerância do paciente 

ao tratamento (NEVILLE e DAY 2002). Atualmente, a modalidade de 

tratamento padrão-ouro para este tumor é a cirurgia, podendo estar 

combinada com outros tipos de tratamentos como a radioterapia e 

quimioterapia (JERJES et al. 2010).  
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Existe dentre os pacientes portadores de câncer da região da cabeça 

e pescoço, uma grande heterogeneidade em relação à resposta ao 

tratamento e ao desfecho desta doença, que pode ser verificada inclusive 

dentro de grupos classificados com o mesmo estadiamento clínico 

(LOTHAIRE et al. 2006). Esta realidade vem incentivando a realização de 

inúmeros trabalhos em pesquisa básica e no estudo do genoma; a fim de 

possibilitar o aumento do conhecimento em relação às bases biológicas 

envolvidas com o desenvolvimento e com a progressão do CCE de cabeça e 

pescoço.  

A sobrevida de cinco anos para o CCEB varia de 81% para pacientes 

com doença localizada na cavidade oral, a 42% para aqueles com doença 

presente nos linfonodos regionais, caindo para 17% quando metástases à 

distância estão presentes. Geralmente menos de 50% dos pacientes 

portadores de câncer de boca e orofaringe sobrevivem por mais de cinco 

anos (FEDELE 2009). Diante desses dados, a busca por novas terapias para 

os cânceres que acometem esta região tornou-se necessária, o que vem 

provocando um grande avanço nos estudos relacionados à imunoterapia 

(RAPIDIS e WOLF 2009). Já foi demonstrada, por exemplo, uma resposta 

de reconhecimento às células de CCE de cabeça e pescoço por células-T 

naturalmente induzida (ALBERS et al. 2010). 

De acordo com LOTHAIRE et al. (2006), a identificação de novos 

marcadores tumorais que possam contribuir para melhorar o prognóstico e a 

resposta a agentes terapêuticos em pacientes portadores de CCEB tornou-

se extremamente necessária.  
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1.2 HIPOMETILAÇÃO DO DNA E O CÂNCER HUMANO 

 

O câncer é um processo bastante complexo, onde verificamos o 

acúmulo de alterações genéticas e epigenéticas que possibilitam a 

transformação de uma célula normal em uma célula invasiva ou metastática 

(RODENHISER e MANN 2006).  

Dentre as pesquisas epigenéticas, uma importância muito grande vem 

sendo atribuída à detecção da presença da hipermetilação em diversos tipos 

de tumores (HERMAN e BAYLIN 2000), porém pouca atenção tem sido dada 

ao estudo da diminuição do nível de metilação, ou hipometilação, na 

carcinogênese (EHRLICH 2002). 

A metilação é um evento epigenético freqüente, que ocorre através da 

adição de um radical metil (-CH3) a uma citosina (C) situada na posição 5’ de 

uma guanina (G) em dinucleotídeos CpGs, no DNA de células eucarióticas 

superiores (BAYLIN 2005; JONES e BAYLIN 2002). Existem no genoma 

humano as chamadas “ilhas CpGs”, que são regiões ricas de dinucleotídeos 

CpGs. Estas podem abranger de 0,5 a 4 Kb e correspondem de 1% a 2% do 

genoma total (GARDINER-GARDEN e FROMMER 1987). Desde a 

embriogênese o padrão de metilação já é estabelecido, sendo estritamente 

controlado durante o desenvolvimento do organismo. É um processo 

biológico extremamente importante e sua presença está relacionada ao 

silenciamento genético (ATTWOOD et al. 2002).  

Em células normais, a regulação da expressão de determinados 

genes é feita através da metilação, podendo ser exemplificada pela 
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inativação de um dos cromossomos X em células somáticas femininas e 

pelo imprinting genômico (o silenciamento de alelos cromossômicos 

herdados de um dos pais) (ATTWOOD et al. 2002). As enzimas 

responsáveis pela metilação da citosina pertencem à família de enzimas 

denominadas de DNA metiltransferases (DNMTs) e são denominadas 

DNMT1, DNMT2 e DNMT3 (JONES e BAYLIN 2002; SINGAL e GINDER 

1999). 

A metilação aberrante, também denominada de hipermetilação, tem 

como alvos mais freqüentes as ilhas CpGs que se encontram localizadas 

nas regiões promotoras dos genes (VISWANATHAN et al. 2003). A 

hipermetilação destas ilhas CpGs pode reprimir de forma eficiente a 

transcrição de um determinado gene. Entretanto, têm sido observadas 

perdas globais dos níveis de metilação em vários tipos de cânceres, evento 

esse que pode inclusive, levar à expressão de proto-oncogenes 

(CHALITCHAGORN et al. 2004). 

 A hipermetilação presente na região promotora de genes 

supressores tumorais, tem se mostrado como uma grande promessa na 

identificação de biomarcadores implicados na carcinogênese de cabeça e 

pescoço (SMITH et al. 2007). Uma investigação da presença de 

hipometilação global em CCE de cabeça e pescoço, utilizando o método de 

pirosequenciamento, conseguiu demonstrar em 67% das amostras tumorais 

analisadas, um grau de hipometilação global superior ao das amostras 

normais. 
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De acordo com  GAMA-SOSA et al. (1983), a hipometilação do DNA 

em câncer afeta mais freqüentemente o genoma do que a hipermetilação, 

porém, a significância biológica deste mecanismo ainda é muito pouco 

compreendida (EHRLICH 2002). 

A hipometilação tem sido observada em uma grande variedade de 

neoplasias malignas humanas, como por exemplo: tumores de próstata, 

útero, fígado e ovário (BEDFORD e VAN HELDEN 1987; FOWLER et al. 

1998; LIN et al. 2001; WOLOSZYNSKA-READ et al. 2007). Foi demonstrado 

que em determinados tipos de cânceres, existe uma relação entre a 

presença de hipometilação e o aumento progressivo no grau de malignidade 

(EHRLICH 2002). A hipometilação pode contribuir com a carcinogênese 

através de diferentes mecanismos, como por exemplo: indução à 

instabilidade cromossômica, reativação de transposons e através da perda 

do imprinting (ESTELLER 2005). 

Os mecanismos responsáveis pela desmetilação do genoma ainda 

não foram completamente estabelecidos (ATTWOOD et al. 2002; 

KISSELJOVA e KISSELJOV 2005). Para alguns autores, não somente um, 

mas vários mecanismos podem ser responsáveis por esta desmetilação do 

DNA (POGRIBNY e BELAND 2009).  

Para KISSELJOVA e KISSELJOV (2005) a hipometilação pode se 

tratar de um processo passivo, resultado da falta de atividade da DNMT1 ou 

do doador de grupos metil a S-adenosilmetionina (SAM). A SAM é um 

doador metil utilizado em processos biológicos de metilação  (CHOI et al. 

1999). Outra proposta seria de que a hipometilação seria resultado de um 
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processo enzimático (BHATTACHARYA et al. 1999; JOST 1993; 

KISSELJOVA e KISSELJOV 2005; PATRA et al. 2008) onde a 5-

metilcitosina DNA glicosilase (5-MCDG) seria capaz de remover 

dinucleotídeos CpGs metilados através do mecanismo de reparo por excisão 

de nucleotídeos (JOST 1993). E por último, outra provável responsável pela 

desmetilação global do DNA seria a proteína 2 com  domínio de ligação à 

metil-CpG (MBD2 - Methyl-CpG-binding domain protein 2) (KISSELJOVA e 

KISSELJOV 2005), cuja atividade está na capacidade de reconhecer os 

dinucleotídeos CpGs metilados e de catalisar a clivagem destes 

(BHATTACHARYA et al. 1999).  

Fatores ambientais, químicos, nutricionais, bem como a utilização de 

tabaco e álcool estariam associados com uma inibição da expressão das 

DNMTs contribuindo para a desmetilação do DNA (DAS e SINGAL 2004; 

POGRIBNY e BELAND 2009), sendo essas alterações observadas em CCE 

de cabeça e pescoço (SMITH et al. 2007).  A utilização do tabaco e do álcool 

afeta a via da vitamina B12 que é importante para a síntese da SAM 

(GABRIEL et al. 2006; SMITH et al. 2007). Outro fator, associado à 

diminuição da metilação genômica, seria a interrupção do metabolismo de 

folato, pelo fato deste estar envolvido na síntese de nucleotídeos e também 

na síntese da SAM (CHOI et al. 1999).  

Diversos genes associados aos tumores e à proliferação celular têm 

sido descritos como hipometilados em cânceres humanos (EHRLICH 2002). 

A citar, os antígenos específicos de câncer/testículo (CTAs), que são 

marcadores tumorais com expressão gênica relacionada às células 
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germinativas e a diversos tipos de cânceres. Estes genes incluem diversos 

membros, como as famílias MAGE, LAGE e GAGE, cujas expressões já 

foram estudadas em diversos tipos de tumores inclusive em CCE de cabeça 

e pescoço (EHRLICH 2002; FIGUEIREDO et al. 2006; KIENSTRA et al. 

2003). 

 

1.3 ANTÍGENOS ESPECÍFICOS DE CÂNCER/TESTÍCULO (CTAS) 
 

1.3.1 Descrição dos CTAs 

 

Os CTAs constituem uma grande família de genes expressos quase 

exclusivamente em linhagens germinativas normais humanas e em uma 

variedade de cânceres humanos (ANDRADE et al. 2008; DADABAYEV et al. 

2005).  

Os antígenos específicos de câncer/testículo são assim denominados, 

pelo fato de suas proteínas terem sido identificadas em células germinativas 

dos testículos (VAN et al. 1999). A expressão dos CTAs também foi 

identificada em células trofoblásticas da placenta. Exceto por essas duas 

localizações, os CTAs encontram-se freqüentemente silenciados em tecidos 

normais (VAN et al. 1999). 

O reconhecimento destes antígenos pelo sistema imune se dá através 

da apresentação de peptídeos derivados dos CTAs presentes nas 

superfícies das células tumorais pelas moléculas pertencentes ao complexo 

principal de histocompatibilidade I (MHCI - major histocompatibility complex 

I) (FONSATTI et al. 2003) aos linfócitos CD8+. No câncer humano, a 

http://en.wikipedia.org/wiki/Histocompatibility
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subexpressão do MHCI é uma, dentre várias estratégias de evasão, 

adotadas para escapar dos mecanismos de detecção efetores do sistema 

imune (ALGARRA et al. 2004). Entretanto, a explicação da expressão destes 

genes no testículo e ausência de uma resposta imune contra estes deve-se 

ao fato da espermatogônia não ser capaz de apresentar peptídeos ao 

linfócito T citotóxico (LTC)   (VAN et al. 1999).  Além disso, alguns autores 

sugerem a presença de uma barreira sangue/testículo, que torna o testículo 

um sítio privilegiado do ponto de vista imunológico (GHAFOURI-FARD e 

MODARRESSI 2009). 

Cerca de 140 CTAs já foram descritos até o presente momento, 

estando estes distribuídos em 70 famílias (STEVENSON et al. 2007) que 

podem conter vários membros e também variantes splice (SCANLAN et al. 

2004). Alguns CTAs vêm se tornando objetos de constantes pesquisas em 

tumores, como o MAGE (antígeno específico de melanoma), BAGE 

(antígeno melanoma B); LAGE (antígeno L), GAGE (antígeno G), PRAME 

(antígeno expresso preferencialmente em melanoma); NY-ESO-1 

(carcinoma de células escamosas de esôfago de Nova Iorque), CT7 

(cancer/testículo 7); Sp17 (proteína auto-antigênica 17 do espermatozóide) e 

SSX (sarcoma sinovial com pontos de quebra no cromossomo X) 

(SCANLAN et al. 2004).  

O silenciamento da expressão dos CTAs em células normais é 

regulado principalmente pelo mecanismo epigenético da metilação. A 

transcrição destes genes é inibida pela adição de um grupo metil (-CH3) em 

sítios específicos da região promotora (DE et al. 1996). A hipometilação do 
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DNA tem sido descrita como um dos mecanismos responsáveis pela 

expressão dos CTAs em células cancerígenas (AYYOUB et al. 2004; 

BEDFORD e VAN HELDEN 1987; DE et al. 1996; ROMAN-GOMEZ et al. 

2007). 

A função biológica destes genes em células germinativas e tumores 

ainda não é bem compreendida, entretanto alguns dos CTAs parecem 

desempenhar um papel crítico no processo de tumorigênese tais como: 

regulação da transcrição (SSX e BORIS), transdução de sinais (LIP1 e 

MAGE), ligação célula-célula (ADAM2) e inibição da apoptose (GAGE) 

(CILENSEK et al. 2002; GHAFOURI-FARD e MODARRESSI 2009; 

LADURON et al. 2004; LOUKINOV et al. 2002; SCANLAN et al. 2002; 

TURECI et al. 1996). 

1.3.2 CTAS e Imunoterapia 

As vacinas terapêuticas, utilizadas em cânceres, tem como base a 

resposta celular.  Antígenos que seriam relevantes para a montagem da 

resposta podem não estar sendo reconhecidos pelo sistema imune do 

paciente com câncer, dadas as características da doença; gerando assim 

uma tolerância. Assim muitas abordagens de vacinação terapêutica visa a 

quebra de tolerância contra o antígeno, usado no processo de vacinação 

(CHAMMAS et al. 2009). 

A expressão de CTAs em células neoplásicas combinada com outros 

elementos que compõem o complexo de reconhecimento tumoral (ex: 

antígenos MHCI e moléculas co-estimulatórias) são pré-requisitos 
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mandatórios para a implementação de estratégias terapêuticas humorais e 

baseadas em células T em pacientes com câncer (MAIO et al. 2003). 

Os CTAs são apontados como bons candidatos à abordagem 

imunoterapêutica, devido a sua expressão em diversos tumores e pelo fato 

de sua expressão nas espermatogônias não representar estímulo ao sistema 

imunológico. Além disso, a resposta à vacina direcionada contra estes 

antígenos pode ser potencializada com a utilização de drogas moduladoras 

epigenéticas em células tumorais que apresentam baixa expressão de MHCI 

(KARPF 2006). Isto porque a hipermetilação é um dos mecanismos que 

contribui para a baixa expressão de moléculas MHCI em câncer (BUBENIK e 

VONKA 2003; MAIO et al. 2003). 

A expressão dos CTAs nos tecidos, onde normalmente estes 

antígenos encontrar-se-iam silenciados, coloca estes genes em situação 

peculiar, de modo a serem considerados antígenos específicos tumorais que 

poderão ser reconhecidos pelos LTC. Além disso, os produtos destes genes 

podem ser alvos interessantes no diagnóstico precoce de metástases (DE et 

al. 1996; VAN et al. 1999). 

1.3.3 MAGE A1 

MAGE A1 foi o primeiro CTA a ser identificado. Essa identificação 

deu-se através da descoberta de um paciente portador de melanoma que 

apresentava células T citotóxicas capazes de reconhecer células tumorais 

autólogas (DE et al. 1994). Um destes antígenos tumorais reconhecidos por 

estas células T foi nomeado de MZ2-E.  Mais tarde, experimentos baseados 
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em transfecção gênica identificaram o gene que codificava tal antígeno, que 

passou a receber a denominação de MAGE A1 (melanoma associated 

antigen 1) (DE et al. 1994; SIMPSON et al. 2005).  MAGE A1 é capaz de 

codificar um peptídeo capaz de se combinar com a molécula do complexo 

principal de histocompatibilidade HLA-A1 e formar o antígeno MZ2-E que por 

sua vez é reconhecido por células T CD8+ autólogas.  

Doze genes constituem a família MAGE A  e estes encontram-se 

localizados no cromossomo X na região q28. A evolução dos genes desta 

família é caracterizada por processos que incluem duplicações, mutações 

pontuais e pequenas deleções/inserções que possivelmente dão origem a 

uma grande diversidade de isoformas (ARTAMONOVA e GELFAND 2004). 

Todos os genes MAGE A possuem um exon codificante de proteína, 

precedido por vários exons não codificantes  (ARTAMONOVA e GELFAND 

2004) 

A expressão de MAGE A1 foi detectada em vários tipos de cânceres 

como melanomas, mama, CCE de cabeça e pescoço e esôfago; mas não foi 

identificada em tecidos normais, exceto testículo (FIGUEIREDO et al. 2006; 

SIMPSON et al. 2005; WEINERT et al. 2009). 

Importantes regiões regulatórias estão presentes na região promotora 

de MAGE A, que são as regiões de ligação dos fatores de transcrição da 

família dos Ets e de fatores Sp1. Proteínas Ets pertencem a uma importante 

família de fatores de transcrição que controlam a expressão de genes 

envolvidos em importantes funções celulares (DE et al. 1996). A deleção das 

regiões Ets acarretaria numa diminuição considerável da atividade 
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promotora de MAGE A1 (ZHANG et al. 2004), existindo uma forte correlação 

entre a expressão de MAGE A1 e a desmetilação dos dinucleotídeos CpGs 

situados nestas regiões (DE et al. 1996). A presença de metilação nos sítios 

Sp1 corresponde a um mecanismo de repressão gênica comum e fisiológico 

(CAO et al. 2000). Proteínas Sp1 são fatores de transcrição capazes de 

ativar ou reprimir a transcrição de vários genes, inclusive os genes 

constitutivos (TAN e KHACHIGIAN 2009).   

Embora não se saiba o real papel dos CTAs, MAGE A1 já foi descrito 

como um potente repressor transcricional, pois é capaz de interagir com o 

fator SKIP (envolvido com várias vias de sinalização) através de 

recrutamento de complexos de histonas deacetilases (HDAC). A repressão 

transcrional de SKIP por MAGE A1 pode influenciar na expressão gênica de 

vários promotores gênicos. Sendo assim, MAGE A1 poderia então estar 

participando da regulação dos padrões de expressão gênica no crescimento 

tumoral ou na espermatogênese (LADURON et al. 2004). 

1.3.4. BORIS 

O gene BORIS (brother of regulator of imprinting sites) apesar de não 

estar localizado no cromossomo X, foi classificado como um CTA baseado 

em seu padrão de expressão restrito a tecidos tumorais e espermatócitos no 

testículo (LOUKINOV et al. 2002; SIMPSON et al. 2005). BORIS está 

localizado na região cromossômica 20q13.2 que está frequentemente 

amplificada em muitos cânceres, como é o caso de certos genes presentes 
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nesta região que contribuem para um fenótipo mais agressivo em câncer de 

mama (TANNER et al. 1994).  

Já foi descrito que o gene BORIS possui a capacidade de induzir a 

reprogramação epigenética (LOUKINOV et al. 2002) e também a capacidade 

de ativar a expressão de outros CTAs (HONG et al. 2005; VATOLIN et al. 

2005). Foram caracterizados três diferentes promotores para o gene BORIS, 

que por sua vez, levavam à transcrição de diferentes tipos de RNAs 

mensageiros (RNAm). Nesta mesma análise, foi demonstrado que o gene 

p53 era capaz de regular negativamente estes três promotores de BORIS 

(RENAUD et al. 2007). Pelo fato de BORIS poder induzir a expressão de 

MAGE A1, -A2 e/ou -A6, talvez este gene possa também contribuir 

indiretamente para a supressão de p53 (HONG et al. 2005) pelo fato de já 

ter sido demonstrado que MAGE A2 é capaz de inibir o gene p53 (MONTE et 

al. 2006). 

BORIS é um parálogo do fator de transcrição CTCF (fator de ligação 

CCCTC), que é um regulador importante do imprinting genômico 

(WOLOSZYNSKA-READ et al. 2007). Estes dois genes apresentam uma 

homologia em relação aos domínios dedos-de-zinco que constituem as suas 

proteínas, possuindo 74% de identidade (JELINIC et al. 2006). Em virtude 

desta homologia, os polipetídeos gerados por estes dois genes ligam-se à 

mesma região do DNA. Entretanto, os seus domínios amino- (NH3-) e 

carboxi-terminais (-COOH) diferem entre si, sugerindo que as proteínas 

destes dois genes possuam papéis regulatórios opostos (LOUKINOV et al. 

2002; RENAUD et al. 2007; VATOLIN et al. 2005).  
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Estudos têm demonstrado que BORIS é capaz de regular a 

transcrição de outros CTAs como é o caso de MAGE A1 (VATOLIN et al. 

2005) e NY-ESO-1(HONG et al. 2005). A expressão de BORIS em cânceres 

humanos pode levar a uma desregulação epigenética, possivelmente pelo 

fato de BORIS provocar uma desorganização dos limites dos protetores da 

metilação no genoma, que é normalmente imposto por CTFC (KLENOVA et 

al. 2002). Diante deste fato e de sua localização cromossômica, foi sugerido 

um papel de oncogene para BORIS (KLENOVA et al. 2002; 

WOLOSZYNSKA-READ et al. 2007).  

 
1.4 RELAÇÃO DOS CTAS COM O CÂNCER DA REGIÃO DE CABEÇA E 

PESCOÇO  

 
 

A literatura apresenta alguns estudos que relacionam a presença dos 

CTAs e o CCE da região de cabeça e pescoço (EURA et al. 1995; 

FIGUEIREDO et al. 2006; KIENSTRA et al. 2003). Com a finalidade de 

identificar alvos para a resposta imune neste tipo de câncer, (KIENSTRA et 

al. 2003) analisaram a presença de três CTAs: o MAGE-A1, o MAGE-A3 e o 

NY-ESO-1. Das 45 amostras tumorais de CCE de cabeça e pescoço 

avaliadas por este grupo, 27 (60%) mostraram-se positivas através de 

experimentos de PCR (reação em cadeia da polimerase) convencional para 

pelo menos um dos antígenos, indicando uma abordagem em potencial para 

a imunoterapia.   

Outra análise por PCR convencional conseguiu demonstrar a 

expressão freqüente de CTAs em CCE de cabeça e pescoço, principalmente 
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naqueles casos de tumores avançados e que tiveram um pior prognóstico, 

após os pacientes terem sido submetidos a terapias convencionais 

disponíveis (FIGUEIREDO et al. 2006). De acordo com estes autores, os 

achados obtidos neste estudo, sugerem que essa população de pacientes 

poderia ser um alvo potencial para a imunoterapia através da utilização de 

“vacinas” ou anticorpos direcionados especificamente para essas células 

tumorais. 

As expressões de genes da família MAGE A também já foram 

avaliadas em linhagens celulares de CCEB por imunocitoquímica e PCR em 

tempo real comparadas a uma linhagem de queratinócitos. Entre as cinco 

linhagens celulares de CCEB avaliadas, pelo menos uma expressou apenas 

um CTA, três linhagens expressaram três CTAs e uma expressou cerca de 

quatro CTAs. Para estes autores, essa simultânea expressão de antígenos 

MAGE, já descrita previamente em outros tipos de cânceres, faz com que 

seja necessário um conhecimento maior a respeito das funções destes 

genes, visando entender melhor o papel dos CTAs no curso desta doença e 

também em seu prognóstico (MULLER-RICHTER et al. 2009). 

 LEE et al. (1999) decidiram avaliar se a expressão destes genes 

estaria presente em outros tumores e lesões benignas da região de cabeça 

e pescoço (ex: displasia, adenoma pleomórfico, hiperplasias, papilomas, etc) 

por imunohistoquímica. Além disso, estes pesquisadores também 

investigaram se esta expressão estaria relacionada a algum evento que 

levasse à transformação destas lesões. Ficou demonstrado neste estudo 

que nenhum dos tumores benignos apresentava estes genes. Entretanto, 
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dentre quatro leucoplasias avaliadas, uma que apresentava o diagnóstico 

histológico de displasia leve, expressava os genes MAGE A2, MAGE A3, 

MAGE A4 e MAGE A6. Este fato levou estes autores a concluirem que a 

expressão destes genes MAGE A poderia estar relacionada com o potencial 

de transformação maligna. 

Atualmente, são poucos os estudos que avaliaram a expressão dos 

CTAs em CCE de cabeça e pescoço e de boca. Até o presente momento, 

não foi descrita nenhuma análise que relacione o perfil de expressão dos 

CTAs em amostras de CCEB com o padrão de metilação presente na região 

promotora dos mesmos.  Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a 

expressão dos genes CTAs em CCEB e as possíveis associações com o 

padrão de metilação.  
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2. OBJETIVOS  

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

O estudo proposto avaliou a expressão dos CTAs MAGE A1 e BORIS 

em amostras de pacientes portadores de CCEB, investigando a possível 

associação da hipometilação com este evento. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Verificação do nível de expressão de MAGE A1 e BORIS em 

amostras de CCEB; 

 Identificação do nível de hipometilação na região promotora de 

MAGE A1 nas amostras de CCEB; 

 Investigação da expressão das proteínas relacionadas aos 

genes selecionados para este estudo, através de 

imunoistoquímica. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1 FLUXOGRAMA  

 

Nesta seção estão apresentadas as abordagens empregadas na 

investigação dos CTAs em CCEB. Na Figura 1, observa-se um esquema das 

investigações realizadas neste estudo, com a finalidade de atingir os 

objetivos.  

 

Figura 1 - Fluxograma da abordagem metodológica realizada neste estudo. 

 

Este trabalho foi submetido à avaliação pela Comissão de Ética em 

Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais recebendo aprovação 

(ETIC 356/08). 
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3.2 CRITÉRIOS UTILIZADOS PARA A SELEÇÃO DOS GENES 

CANDIDATOS  

 

A fim de selecionar os melhores candidatos para este estudo, foram 

levados em conta alguns critérios importantes:  

 

 Só foram considerados os genes que já foram correlacionados com o 

processo de carcinogênese; 

 

 Presença de Ilhas de CpG na região promotora - Utilizando as 

ferramentas de busca on line disponíveis, foram localizadas as ilhas 

CpGs presentes nas regiões promotoras de todos os genes 

selecionados obedecendo aos critérios 100pb, %GC >50%, 

ObsCpG/ExpCpG>0.6. 

 

 Função – Foram analisados os processos biológicos em que as 

proteínas codificadas pelos genes selecionados estariam envolvidas, 

se havia descrição em trabalhos anteriores associando a função 

destes com a carcinogênese (adesão celular, ciclo celular, 

transdução, transcrição entre outros), informações sobre o nível de 

expressão destes genes em diversos tipos de cânceres ou uma 

possível atividade oncogênica. 
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Para esta análise e obedecendo aos critérios descritos acima, foram 

utilizadas diversas ferramentas in silico que se encontram dispostas na 

Tabela 1. 

Tabela 1 - Sites da internet utilizados na seleção dos genes candidatos. 

 

Critérios usados na 
seleção dos genes 

Nome do website Endereço do website 

Presença de Ilha CpG 
na região promotora 

 
NCBI Nucleotide 
 
 
 
UCSC Genome 
Bioinformatics 
 
Methprimer 
 

 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/
query.fcgi?db=nucleotide&cmd=se
arch&term= 
 
www.genome.ucsc.edu 
 
 
http://www.urogene.org/methprimer
/index1.html 

Informações gerais 
(funções e processos 

biológicos) 

 
NCBI GENE 
NCBI UNIGENE 
 
 
Gene Ontology 
 
Gene Cards 
 
 
Source Search 
 
 
 
CTDatabase 
 
 
USCS Genomic 
Bioinformatics 
 

 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/
query.fcgi?CMD=search&DB=gene  
 
 
http://www.geneontology.org/ 
 
http://bioinfo.weizmann.ac.il/cards/i
ndex.shtml 
 
http://genome-
www5.stanford.edu/cgi-
bin/source/sourceResult 
 
http://www.cta.lncc.br/index.php 
 
 
http://genome.ucsc.edu/ 

 

Foram selecionados dois genes candidatos para o estudo: o gene 

MAGE A1 e o gene BORIS (Tabela 2). A lista com todos os genes CTAs 

encontra-se disposta no Anexo 3. 

http://www.urogene.org/methprimer/index1.html
http://www.urogene.org/methprimer/index1.html
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Tabela 2 – Informações sobre os CTAs selecionados para o estudo. 

 

CTA ID Definição 
Localização 

 cromossômica 

Ilha 
CpG 
(pb) 

Expressão em câncer 

MAGE A1 NM_004988 Homo sapiens melanoma antigen family A, 1 Xq28 158 

melanoma(VAN DER BRUGGEN et al. 1991); 

pulmão (JANG et al. 2001); 

cólon, reto e estômago(KIM et al. 2006); 

cabeça e pescoço (EURA et al. 1995; FIGUEIREDO et al. 2006; LEE et al. 1999) 

esôfago (WEINERT et al. 2009) e fígado (XIAO et al. 2005). 

 

BORIS NM_080618 Brother of the regulator of imprinting  sites 20q13.2 177 
ovário (WOLOSZYNSKA-READ et al. 2007); mama (D'ARCY et al. 2008); 

esôfago(WEINERT et al. 2009). 

CTA : Antígeno Câncer-Testículo; ID: identificação de acordo com o banco de dados RefSeq; pb – pares de base 

  



3.3 CASUÍSTICA 

O grupo experimental foi constituído por 25 amostras provenientes de 

pacientes portadores de CCEB primários, que não receberam radio ou 

quimioterapia prévia, coletadas no Hospital Luxemburgo no período de 2007 

a 2009. O grupo controle foi composto por 10 amostras de mucosa bucal 

normal provenientes de pacientes que não apresentavam nenhuma 

alteração patológica prévia ou clinicamente diagnosticável e que foram 

submetidos à cirurgia de remoção de dentes inclusos na Faculdade de 

Odontologia da UFMG.  

As amostras tanto do grupo experimental, quanto do grupo controle, 

foram colhidas a fresco no momento do ato cirúrgico. Estas amostras foram 

divididas em duas partes: uma parte destinada à extração de ácidos 

nucléicos que foi coletada em criotubos contendo RNA later e logo após  

armazenadas a -80ºC e a outra parte coletada em formol a 10%  tamponado, 

destinada à confecção de blocos de parafina para as análises de 

imunoistoquímica. O diagnóstico de todos os casos foi confirmado por um 

especialista em patologia bucal da Faculdade de Odontologia da UFMG.  

Das 25 amostras tumorais, 20 amostras foram utilizadas nas análises 

de imunohistoquímica, 20 amostras nas análises de PCR convencional, 15 

amostras nas análises de PCR em tempo real e 3 amostras nas análises por 

sequenciamento. Vale ressaltar que as amostras avaliadas nestas diferentes 

técnicas não foram necessariamente as mesmas. Isto porque algumas 

amostras foram perdidas devido a problemas rotineiros relacionados às 

24 
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diferentes técnicas (ex: degradação de RNAm, perda do corte de tecido 

durante a recuperação antigênica, bactérias eletrocompetentes pouco 

eficientes, etc). 

Na Tabela 3, encontram-se dispostas as informações demográficas 

do grupo experimental e do grupo controle. 

 
Tabela 3 – Informações demográficas sobre os grupos avaliados neste estudo. 
 

VARIÁVEL GRUPO EXPERIMENTAL GRUPO CONTROLE 

Número de amostras 20 10 

Idade 60,3 22,5 

Gênero 

Masculino 

Feminino 

70,4% 60% 

Feminino 29,6% 40% 

Uso de tabaco 81,25% 10% 

Uso de álcool 68,7% 0% 

Sítio anatômico 

Assoalho 40% - 

Língua 28% - 

Área retromolar 16% 30,76% 

Gengiva 12% 30,76% 

Palato 4% 7,69% 

Estadiamento TNM 

Estadio I 7,7% - 

Estadio II 30,8% - 

Estadio III 23% - 

Estadio IV 38,5% - 

 

Os dados demográficos dos dois grupos foram levantados através da 

aplicação de questionários, sendo também obtidas as assinaturas de todos 

os pacientes em um termo de consentimento pós-informado para a utilização 

destas amostras (Anexos 4 e 5).  
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3.4 EXTRAÇÃO DE RNA  

 

A extração dos RNAs totais de 20 amostras do grupo experimental e 

de 10 amostras do grupo controle foi realizada com o uso do reagente Tri-

Phasis (BioAgency, São Paulo, SP, Brasil) de acordo com o método do 

Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) modificado. Cada amostra foi 

homogeneizada com 800µL de Tri-Phasis ) e 

em seguida incubada por 5 minutos a temperatura ambiente. Após esta 

de clorofórmio e, em seguida, realizada a 

centrifugação por 5 minutos para separar as fases. A fase superior foi 

transferida para um tubo, sendo adicionados 800µL de Tri-Phasis  

de clorofórmio. Em seguida foi realizada nova centrifugação por 5 minutos 

para separar as fases. A fase superior foi transferida para um novo tubo e os 

RNAs foram precipitados pela adição de 0,7 volumes de isopropanol gelado 

e incubação à -20°C, overnight. Após este período, os tubos foram 

centrifugados por 30 minutos a 4°C a 12.000 rpm. O sobrenadante foi 

descartado e o pellet pellet foi seco (10 

minutos, temperatura ambiente) e dissolvido em 15µl de água livre de 

RNAase. 

Após a extração, todos os RNAs obtidos foram quantificados em 

espectrofotômetro Bio-Spec-mini (Shimadzu, Kyoto, Japan). Para avaliação 

da integridade 1 μg de RNA foi submetido à  eletroforese em gel de 

acrilamida 15% com 8M de uréia e corado com 0,5 mg/mL de brometo de 

etídeo (Figura 2).  
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Legenda: Amostras de carcinoma de células escamosas (CCE) bucal.                                             

Figura 2 - Gel de poliacrilamida a 15% mostrando a qualidade do RNA extraído. 

 

3.5 SÍNTESE DE cDNA 

Para a confecção das moléculas de cDNA por RT-PCR (reação da 

transcriptase reversa seguida da reação em cadeia da polimerase),  1,5 µg 

de RNA total foram tratados com 1U de DNase I a fim de evitar 

contaminação de DNA genômico.  O RNA foi então submetido à ação da 

enzima SuperScript II utilizando o First Strand Synthesis kit (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA) conforme as condições indicadas pelo fabricante. Cerca 

de 1,5 µg de RNA total foi adicionado 1 L de primer Oligo dT (500μg/mL), 

1µL de dNTPs (10mM) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e água DEPC 

suficiente para 10 µL. Essa solução foi incubada a 65°C durante 5 minutos. 

Em seguida, foram adicionados 2µL de 5X First Strand Buffer, 2µL de DTT 

(0,1M), 4 μl de Mg Cl2(25 mM) e 1 L de RNase out (40U/ L) seguido de 

incubação por 2min a 42ºC. Logo após foi adicionado 1 L de da enzima 

SuperScript II (200 U/ L) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) perfazendo um 

volume final de reação de 20µL. A reação foi incubada a 45°C por 50 min e 

adicionado 1μl de RNaseH a por 20min a 37ºC e depois inativada através de 

incubação a 70°C por 15 minutos. Terminada a reação, o produto da síntese 

foi diluído 10X pela adição de 180 L de água livre de RNase. 
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Como controle de qualidade dos cDNAs foi amplificado um fragmento 

do gene ACTB (NM 001101), com a utilização dos primers ACTB-F (5´-

GCTCGTCGTCGACAACGGCTC-3´) e ACTB-R (5´- 

CAAACATGATCTGGGTCATCTTCTC -3´). Para isto foram utilizados 250ng 

de cDNA, 2,5 L de tampão de reação 10X; 1 L de MgCl2 (50mM); 5 L de 

dNTPs (10mM) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA); 0,25 L de cada primer 

(20 M) e 1U de Taq DNA Polymerase Platinum (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA)  em um volume final de reação de 25µL. As condições de amplificação 

foram as seguintes: desnaturação inicial por 2 minutos a 94°C, seguida de 

35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 57°C por 45 segundos e 72°C por 45 

segundos, com uma fase de alongamento final a 72°C por 7 minutos.  

Os produtos da amplificação da ACTB por PCR convencional foram 

avaliados em gel de poliacrilamida 6,5% e corados pela prata (Figura 3):  

 

 

Legenda: Amostras de carcinoma de células escamosas bucal (CCEB). C+ testículo. C- 
controle negativo. pb – pares de base. 
 

Figura 3 - Gel de poliacrilamida a 6,5 % com os produtos de amplificação do 

fragmento de 330 pb do gene ACTB.  
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3.6 QUANTIFICAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA POR MEIO DE PCR 

EM TEMPO REAL  

 

As reações de PCR em Tempo Real para avaliação dos genes MAGE 

A1 e BORIS utilizando 15 amostras do grupo experimental e 10 amostras do 

grupo controle foram realizadas no aparelho Applied Biosystems 7500 Fast 

Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, USA). Os ensaios 

inventoried FAM/MGB TaqMan utilizados foram Hs00607097_m1 para 

MAGE A1 que amplificava as regiões dos exons 1 e 2 e Hs00540744_m1 

para BORIS (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) que amplificava as 

regiões dos exons 9 e 10. As reações foram realizadas em um volume total 

de 10 μL contendo 120ng de cDNA, 3,5 μL de água, 5μL de 2x PCR Master 

Mix ABI (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e 0,5 μL de cada ensaio 

TaqMan.   

As condições de amplificação utilizadas foram: 50ºC por 2min, 95ºC 

por 10 min seguidos de 40 ciclos de 95ºC por 15s e 60ºC por 1min.  

Para o cálculo da quantificação relativa do nível de expressão foi 

utilizado o método do 2- Ct (LIVAK e SCHMITTGEN 2001). O método do 2-

Ct ou método comparativo de Ct é uma equação matemática onde as 

mudanças na expressão gênica são calculadas baseadas nas diferenças 

entre as amostras calibradoras (normais) e as experimentais (tumorais), 

normalizadas por uma referência. Vale destacar que o valor inferido à Ct 

equivale à diferença entre o valor da média dos Cts do gene de interesse e a 

média dos Cts do gene normalizador. Já o cálculo da fórmula Ct envolve a 
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subtração entre o valor de Ct para cada amostra experimental e o valor de 

Ct para as amostras calibradoras. Neste estudo as amostras do grupo 

controle foram usadas como amostras calibradoras. 

Para a análise da expressão dos genes MAGE A1 e BORIS foi 

utilizado o gene RPLPO (TaqMan-FAM/MGB) como normalizador. A escolha 

deste gene baseou-se num estudo desenvolvido por LESSA 2007, que teve 

como objetivo a escolha de um melhor normalizador para a cavidade oral.  

Todas as reações foram realizadas em duplicatas, sempre com a 

presença de um controle positivo (cDNA de testículo - gentilmente cedido 

por Dr. André Vettore –UNIFESP - SP) e um controle negativo, reação onde 

foram adicionados todos os reagentes exceto os cDNAs.  

 

3.7 PCR CONVENCIONAL 

 

Para análise da expressão dos genes selecionados em 20 amostras 

do grupo experimental e 10 amostras do grupo controle, foram utilizados 

primers descritos previamente na literatura para MAGE A1 e BORIS (HINES 

et al. 2010; VAN et al. 1999) (Tabela 4).   
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Tabela 4 - Primers utilizados para avaliação na reação em cadeia da polimerase 

(PCR) convencional dos genes CTAs analisados neste estudo. 

 

Gene Seqüências dos primers 
Tamanho do 
fragmento 

MAGE A1 
F: 5’- CGGCCGAAGGAACCTGACCCAG-3’ 

R: 5’- GCTGGAACCCTCACTGGGTTGCC-3’ 
421 pb 

BORIS 2/6 
F: 5'- TGGTGGCCAGTGAAGACAGTAAGT - 3' 
R: 5'- GGATCGGACATGGCGCTTCAATTT -3' 

608 pb 

BORIS 6/10 
F: 5'- CTTTCAGTGTTGCCAGTGCAGCTA - 3' 
R: 5' - TTCTGACCCTTTGTGGCTTCCTTC -3' 

693 pb 

F: primer forward; R; primer reverse e pb: pares de base 

 

Os primers utilizados para MAGE A1 além da isoforma principal 

permitiam a amplificação de outra variante já descrita.  

Para conseguir detectar o maior número de transcritos possíveis 

através do uso de promotores alternativos do gene BORIS (RENAUD et al. 

2007) foram utilizados dois pares de primers descritos por HINES et al. 

(2010), sendo que o primeiro par englobava do exon 2 ao exon 6 e  o 

segundo par englobava do exon 6 ao exon 10 (Figura 4):  
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Legenda: Em verde estão os 11 exons de BORIS e seus respectivos tamanhos em bp 
(pares de bases). Em azul estão os produtos de PCR esperados (2-6 e 6-10). ATG: start 
códon. Adaptado de Hines et al. (2010). 

 
Figura 4 - Primers usados na reação em cadeia da polimerase (PCR) convencional 

para BORIS. 

 

As reações de PCR convencional foram padronizadas com a 

finalidade de garantir as melhores condições de amplificação, para isto, 

foram testadas diferentes temperaturas de anelamento e concentrações de 

MgCl2 (Tabela 5): 

 

Tabela 5 - Condições para as reações em cadeia da polimerase (PCR) 

convencional para cada um dos genes avaliados. 

 

Gene Temperatura de anelamento (ºC)       MgCl2 (mM) 

MAGE A1 72 1 

BORIS 2/6 62 1 

BORIS 6/10 63 1 

MgCl2: cloreto de magnésio 
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3.8 EXTRAÇÃO DE DNA DAS AMOSTRAS E TRATAMENTO COM 

BISSULFITO DE SÓDIO 

 

O DNA das amostras do grupo experimental e do grupo controle foi 

extraído utilizando o reagente Tri-Phasis Reagent (BioAgency, São Paulo, 

SP, Brasil) e um tampão de extração composto por Tiocianato de Guanidina 

4M, citrato de sódio 50mM e TRIS 1M pH 8,0. Após centrifugação, o 

precipitado de DNA foi lavado com isopropanol (100%) e etanol (70%), 

ressuspendido em 25 L de água e armazenado a –20°C. A integridade do 

DNA foi avaliada através da amplificação do fragmento do gene β-globina 

utilizando os primers 5’-CAACTTCATCCACGTTCACC-3’ e 5’-

GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3’ . As condições de amplificação foram as 

seguintes: 94ºC por 2 min seguido de 35 ciclos de 94ºC por 45s, 56ºC por 

30s, 72ºC por 30s e extensão final por 7 min. Em seguida o DNA extraído foi 

submetido ao tratamento com bissulfito de sódio, conforme descrito por 

JERONIMO et al. (2003) com algumas adaptações. Este tratamento 

promove a deaminação de citosinas não-metiladas, convertendo-as em 

uracilas, enquanto as citosinas metiladas permanecem inalteradas  

Na primeira etapa foi realizada a denaturação do DNA, utilizando 2 μg 

do DNA, 1µL de Salmon Sperm DNA 1ug/mL (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA) e 2µL de NaOH 3M para um volume final de 20 µL. As amostras foram 

então incubadas em banho-maria a 50ºC por 20 minutos. Em seguida foram 

adicionados às amostras 500µL de solução de bissulfito de sódio pH 5,0 

(meta-bissulfito de sódio 2,5M, hidroquinona 125mM e NaOH 350mM ). As 

amostras então foram incubadas no escuro a 70ºC por 3 horas. O DNA foi 
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purificado com a utilização do kit Wizard DNA Clean-up System (Promega, 

Madison, Wiscosin, USA), posteriormente lavado com 2mL de isopropanol 

80% por duas vezes, seguido pela centrifugação por 3 minutos a 13.000 

rpm. O DNA tratado foi então diluído em 45µL de água a 80ºC. A 

dessulfonação do DNA foi feita através da adição de 5µL de NaOH 3M e 

incubação por 10 minutos à temperatura ambiente. A precipitação do DNA 

foi realizada com a adição de 75μL de acetato de amônia 5M, 350μL de 

etanol 100% gelado e 1μL de glicogênio (20µg/mL) e incubação overnight a -

20º C. Após centrifugação (30 min, 13.000 rpm, 4°C) e descarte do 

sobrenadante, foram adicionados 500µL de etanol 70% gelado e repetidos 

os passos de centrifugação e descarte do sobrenadante. Os pellets foram 

deixados à temperatura ambiente por 10 minutos para sua secagem e 

ressuspendidos em 25µL de água e armazenados a -80º C.  

Como controle de qualidade do tratamento do DNA com o bissulfito, 

foi amplificado um fragmento do gene ACTB (NM 001101), com a utilização 

de primers desenhados para este gene pós-tratamento com bissulfito de 

sódio ACTB-F (5´-TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT-3´) e ACTB-R (5´-

AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA-3´). Para isto foram utilizados 1 L 

de DNA diluído, 2,5 L de tampão de reação 10X; 1 L de MgCl2 (50mM); 

0,5 l de dNTPs (10mM) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA); 1,0 L de cada 

primer (10 M) e 0,25 L de Taq DNA Polymerase Platinum (5 units/µL) 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) em um volume final de reação de 25µL. As 

seguintes condições de amplificação foram: desnaturação inicial por 2 

minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 60°C por 45 
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segundos e 72°C por 45 segundos, com uma fase de elongamento final a 

72°C por 7 minutos. As amostras que não apresentavam uma boa 

amplificação, como é o caso da amostra CCE3 disposta na Figura 5, eram 

submetidas a um novo tratamento com bissulfito de sódio. 

           

 
Legenda: DNAs tratados com bissulfito de sódio submetidos à amplificação com primers de 
ACTB para a situação tratada. 
 

Figura 5 - Avaliação do tratamento com bissulfito de sódio em amostras do grupo 

experimental. 

 

3.9   IDENTIFICAÇÃO E DESENHO DE PRIMERS PARA A ILHA CpG DE 

MAGE A1 

 

Para a identificação da ilha CpG presente na região promotora do 

gene MAGE A1 foram adotados os seguintes critérios: o tamanho da ilha 

CpG maior que 100pb, a porcentagem de G+C maior que 50% e a 

proporção entre CpG observada/esperada maior que 0,6. Para isto foram 

utilizados os sites já citados: UCSC e Methprimer. 

Para verificar o padrão e a distribuição da metilação dessas regiões, o 

desenho dos primers específicos para o seqüenciamento foi realizado, 

utilizando as ferramentas GeneRunner e  Methprimer. O Methprimer simula 

o tratamento com o reagente bissulfito de sódio na seqüência a ser 

estudada. Deste modo, pode-se visualizar as citosinas anteriores às 

guaninas, mantidas em suas posições e todas as demais citosinas 
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transformadas em timinas. Devemos ressaltar que estes primers não 

abrangeram nenhum dinucleotídeo CG. Assim durante a reação de PCR, 

tivemos a amplificação da mesma região em estudo, tanto em amostras 

altamente metiladas, quanto em amostras desmetiladas. 

O fragmento correspondente à amplificação ilha CpG do gene MAGE  

A1 abrangeu 446 pb, contendo 16 dinucleotídeos CGs (Figura 6): 

tgtgatcagggaagggctgcttaggagagggcagcgtccaggctctgccagacatca

tgctcaggattctcaaggagggctgagggtccctaagaccccactcccgtgacccaa

cccccactccaatgctcactcccgtgacccaaccccctcttcattgtcattccaacc

cccaccccacatcccccaccccatccctcaaccctgatgcccatccgcccagccatt

ccaccctcacccccacccccacccccacgcccactcccacccccacccaggcaggat

ccggttcccgccaggaaacatccgggtgcccggatgtgacgccactgacttgcgcat

tgtggggcAGAGAGAAGCGAGGTTTCCATTCTGAGGGACGGCGTAGAGTTCGGCCGA

AGGAACCTGACCCAGGCTCTGTGAGGAGGCAAGgtgagaggctgagggaggactgag

gaccccgccactccaaatagagagccccaaatattccagcgccg 
 
Legenda: Ilha CpG presente na região promotora do gene MAGEA1 identificada pela 
ferramenta disponíveis on line no UCSC Genome Bioinformatics e MethPrimer (disposta na 
cor azul). Estão indicados em vermelho os dinucleotídeos CGs encontrados. Dispostos na 
cor verde estão as seqüências dos primers desenhados para a amplificação da ilha CpG 
sem a presença de dinucleotídeos CGs. As letras maiúsculas representam a região 
correspondente ao primeiro exon. Em amarelo e sublinhado está o nucleotídeo referente ao 
sítio inicial de transcrição (+1).  

 
Figura 6 – Seqüência de DNA da região promotora do gene MAGE A1.  

 

Esta região amplificada abrangeu o sítio inicial de transcrição (Figura 

12) e também as regiões de acoplamentos dos fatores de transcrição Sp1 

(região A) e Ets (regiões B e B`) importantes na regulação da expressão de 

MAGE A1 (Figura 7).  
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Legenda: Extensão da Ilha CpG de MAGE A1 (barra cinza) em relação ao sítio inicial de 
transcrição (acima). Os círculos verdes representam os 16 nucleotídeos CpGs presentes na 
região de 446 pb amplificada e que foram analisados neste estudo. Abaixo está a 
representação esquemática da região promotora de MAGE A1, onde as barras verticais 
representam CpGs, em verde temos a região correspondente ao sítio de ligação do fator de 
transcrição Sp1(A), em vermelho o sítios de ligação do fator de transcrição Ets (B e B’)  e a 
região em preto corresponde ao primeiro exon.  Figura adaptada a partir de DE SMET et al 

(1996). 
 
Figura 7 - Representação esquemática da região promotora de MAGE A1. 

 

Devido à complexidade envolvida no processo de transcrição do gene 

BORIS, ficou decidido que a avaliação do nível de hipometilação na região 

promotora deste gene seria efetuado em uma outra etapa.  

3.10 CLONAGEM E SEQÜENCIAMENTO 

Para o preparo de bactérias MC1061 eletrocompetentes foram 

realizados dois pré-inóculos e a seguir, utilizado o protocolo proposto por  

SAMBROOK E RUSSEL (2001). As células foram crescidas em 1L de meio 

LB sob agitação de 200 rpm e a 37ºC até atingirem a OD600 (densidade 
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óptica de medida de amostra em um comprimento de onda de 600 nm) de 

0,2. Logo depois foram efetuados múltiplos banhos de glicerol a 10% gelado 

e centrifugações por 15min a 10.000 rpm. Ao final, ao atingirem a OD-600 de 

0,15, seguiu-se a diluição (quando necessária) e a distribuição de 40μL 

destas células em tubos individuais de poliestireno e estocagem a -80ºC até 

sua utilização. 

Para a amplificação da ilha CpG do gene MAGE A1 foi realizada a 

PCR com as seguintes condições: 10 L de DNA; 2,5 L de tampão de 

reação 10X; 1µL MgCl2 (50 mM); 1,0 L de dNTPs (10mM) (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA); 1,0 L de cada primer (10 M) e 2U de Platinum Taq 

DNA Polymerase (5 units/µL) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA ). As condições 

de amplificação utilizadas foram: 94ºC por 2 minutos, 35 ciclos de 94ºC por 

30 segundos, 66ºC por 45 segundos, 72ºC por 1 min e uma extensão final 

de 72ºC por 7 minutos.  

Após a reação os produtos foram visualizados em gel de agarose 

1,5%, extraídos e purificados com o kit GFX™ PCR DNA and Gel Band 

Purification (GE Healthcare, Waukesha, Wiscosin, USA). Os fragmentos 

obtidos contendo a ilha de CpG de MAGE A1 foram então introduzidos no 

plasmídeo pCR4-TOPO® utilizando o TA Cloning Kit for Sequencing 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) segundo instruções do fabricante. Após a 

ligação os plasmídeos recombinantes foram introduzidos em células de E. 

coli MC1061 por eletroporação utilizando o eletroporador Electroporator 

2510 (Eppendorf, Hamburg, Germany ) utilizando 2,5 kV.  
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Foram feitas as culturas em meio sólido com crescimento overnight a 

37ºC por 18 horas (Figura 8A), logo depois realizadas as culturas de cada 

clone individual em meio líquido com novo crescimento overnight a 37ºC por 

18 horas (Figura 8B).  

A seguir foi realizada a miniprep com o propósito de isolar o DNA 

clonado em cada bactéria (Figura 8C e 8D).  Isto foi feito com auxílio de kit 

de extração proposto por SAMBROOK E RUSSEL (2001) contendo solução 

de lise I (50 mM glicose, 25 mM Tris-HCl pH 8.0 e 10 mM EDTA pH 8.0), 

solução de lise II (0.2 M NaOH e  SDS a 1%) e solução de lise III (8 M de 

acetato de amônio -NH4-Ac).  
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Legenda: (A) placa com meio LB ágar contendo clones de E coli MC1061 transformadas 
com o DNA de um determinado paciente; (B) Culturas em meio líquido contendo clones 
individuais de cada paciente; (C) e (D) Início da Miniprep – extração do DNAs de cada 
clone. 
  

Figura 8 - Clonagem de DNA contendo região da ilha CpG de MAGE A1 

amplificada, utilizando bactérias eletrocompetentes MC1061.  

 

Os DNAs extraídos foram purificados novamente com o kit GFX™ 

PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, Waukesha, 

Wiscosin, USA) e amplificados utilizando os primers M13F 5´-

CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3´ e M13R 5´-

TCACACAGGAAACAGCTATGAC-3´ com a finalidade de identificar a 

presença de insertos corretos. Como resultados, esperávamos um 

fragmento de 199 pb, caso o plasmídeo estivesse vazio e fragmentos de 613 

pb para os plasmídeos que apresentavam o fragmento de 446pb de MAGE 

A1 (Figura 9): 
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Legenda: PCR para o gene M13 dos DNAs extraídos das colônias resultantes da clonagem 
da ilha CpG do gene MAGE A1  em  amostras do grupo experimental  (CCE) e do grupo 
controle (N)  (613pb). Na canaleta – foi adicionado o controle negativo (sem adição de 
DNA). pb -  pares de base. 
 

Figura 9 – Gel de poliacrilamida a 6,5% mostrando a amplificação dos DNAs 

plasmidiais extraídos. 

 

Logo depois foram feitas as reações de sequenciamento utilizando o 

kit Big Dye terminator sequencing (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA) que foram por sua vez, analisadas no seqüenciador ABI Prism® 310 

Genetic Analyser.  

A análise do nível de hipometilação para cada amostra foi obtido 

somando-se todos os CpGs hipometilados encontrados em todos os clones, 

dividindo este número pelo total de CpGs avaliados e multiplicando por 100. 

No grupo experimental foram seqüenciados dez clones da amostra CCE 3, 

seis clones da amostra CCE14 e três clones da amostra CCE19. No grupo 

controle foram seqüenciados quatro clones da amostra N1, nove clones da 

amostra N2 e dez clones da amostra N3.   
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3.11 IMUNOISTOQUÍMICA 
 
 
As análises de imunoistoquímica foram realizadas usando 20 

amostras do grupo experimental e 10 amostras do grupo controle montadas 

em lâminas (Super-Frost Plus; Menzel, Braunschweig, Germany), a partir 

dos blocos de parafina que foram confeccionados após coleta dessas 

amostras como citado no item 3.1. Estes cortes foram desparafinizados e re-

hidratados. Basicamente, após a desparafinização em xilol as lâminas foram 

reidratadas em concentrações decrescentes de etanol, submetidas à 

recuperação antigênica com EDTA pH 9,0, seguidas de incubação com por 1 

hora sob agitação com os anticorpos policlonais de coelho (Abcam, 

Cambridge,UK): anti-MAGE A1 (1:100) e  anti-BORIS (1:200). Logo após foi 

realizada nova incubação por 1hora com o sistema de detecção Envision 

(Dako, Carpinteria, CA, USA). A coloração foi finalizada com incubação com 

3-diamino-benzidina (DAB). Foi realizada logo após, uma contra-coloração 

com hematoxilina de Mayers seguida de desidratação e montagem com 

lamínula de vidro. Em todas as lâminas havia a presença de um controle 

negativo que foi obtido por substituição do anticorpo primário específico com 

BSA e em cada análise foi utilizado um controle positivo (uma amostra de 

CCEB que não fazia parte do grupo experimental). 
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4. RESULTADOS 
 

4.1 ANÁLISE DOS RNAS EXTRAÍDOS  

 

As quantidades de RNAs obtidas das amostras do grupo experimental 

variaram de 9,17 mg/ml a 0,30 mg/ml e das amostras do grupo controle 

variaram de 3,54 mg/ml a 0,14 mg/ml. Os valores de ratio (razão de 

absorbância entre os valores 260/280) para amostras do grupo experimental 

variaram de 1,703 a 2,247 e para as amostras do grupo controle estes 

valores foram de 1,553 a 1,849 (Tabela 6): 
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Tabela 6 - Valores das quantificações dos RNAs das amostras do grupo 

controle (N) e do grupo experimental (CCE). 

 
Amostra A1/A2 mg/mlTotais 

Amostras do grupo controle 

N1 1,618 1 

N2 1,553 0,66 

N3 1,653 0,48 

N4 1,695 1,08 

N5 1,365 0,14 

N6 1,756 1,27 

N7 1,849 0,63 

N8 1,810 0,33 

N9 1,966 1,02 

N10 1,774 1,74 

N11 1,861 1,61 

N12 1,694 1,27 

N13 1,71 0,25 

Amostras do grupo experimental 

CCE 1 1,949 4,38 

CCE 2 1,993 9,17 

CCE 3 1,858 3,17 

CCE 4 1,773 1,97 

CCE 5 1,899 2,36 

CCE 6 1,793 1,25 

CCE 7 2,247 0, 30 

CCE 8 1,851 1,3 

CCE 9 1,859 5,21 

CCE 10 1,711 1,37 

CCE 11 1,97 5,49 

CCE 12 1,857 3,3 

CCE 13 1,889 1,93 

CCE 14 1,94 1,89 

CCE 15 1,809 2,25 

CCE 16 1,861 3,57 

CCE 17 1,891 4,38 

CCE 18 1,935 2,58 

CCE 19 1,876 2,27 

CCE 20 1,703 3,54 

CCE 21 1,834 2,44 

CCE 22 1,894 2,69 

CCE 23 1,946 3,22 

CCE 24 1,891 2,46 

CCE 25 1,896 1,81 
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4.2 AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA  

 

4.2.1 Quantificação dos níveis de expressão no grupo experimental e 

no grupo controle 

 

Os resultados das análises de expressão gênica por PCR em tempo 

real demonstraram que houve a amplificação do normalizador RPLPO nas 

amostras do grupo experimental e nas amostras do grupo controle, o que 

confirma a integridade do cDNA e o sucesso da transcrição reversa (Figura 

10). 

 

 

Legenda: As reações foram realizadas em duplicata. A linha azul representa o threshold. As 

curvas representam amplificação do gene constitutivo RPLPO em amostras do grupo 

experimental e do grupo controle. 

 

Figura 10 - Gráfico de amplificação do gene RPLPO em amostras do grupo 

experimental e em amostras do grupo controle. 

 

As análises da expressão do gene MAGE A1 revelaram a 

amplificação tardia deste gene na amostra do grupo experimental CCE 21 e 

no controle positivo (testículo) como demonstra a Figura 11.  Não foi 

verificada a amplificação de MAGE A1 nas demais amostras avaliadas. 
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Legenda: As reações foram realizadas em duplicata. A linha azul horizontal representa o 
threshold As curvas azuis representam amplificação do gene MAGE A1 no controle positivo. 
A curva amarela representa amplificação da amostra experimental CCE 21.  
 

Figura 11 - Gráfico de amplificação do gene MAGE A1 em amostras do grupo 

experimental e em amostras do grupo controle. 

 

Na avaliação do gene BORIS foi verificada amplificação tardia deste 

gene na amostra do grupo experimental CCE 8 e no controle positivo 

(testículo) como demonstra a Figura 12.  Não foi verificada a amplificação de 

BORIS nas demais amostras avaliadas. 

 

 

Legenda: As reações foram realizadas em duplicata. A linha azul horizontal representa o 
threshold A curva azul representa a amplificação do gene BORIS no controle positivo. As 
curvas vermelhas representam amplificação de BORIS na amostra experimental CCE 8. 
 

Figura 12 - Gráfico de amplificação do gene BORIS em amostras do grupo 

experimental e em amostras do grupo controle. 
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O cálculo da expressão relativa destes genes não foi realizado neste 

ensaio, em virtude de não ter havido amplificação de MAGE A1 e BORIS nas 

amostras do grupo controle; o que inviabilizou o cálculo da expressão 

relativa destes genes.  

 

4.2.2  PCR Convencional 

 

A avaliação do nível de expressão dos genes MAGE A1 e BORIS pelo 

método da PCR convencional nas amostras do grupo controle, revelou a 

ausência da expressão destes genes neste grupo de amostras; sendo estas 

expressões detectadas somente no controle positivo (testículo) (Figura 13). 
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Legenda: O nível de expressão de MAGE A1 em amostras do grupo controle (N) foi 
avaliado através de PCR convencional e eletroforese em gel de poliacrilamida a 6,5%, 
corado pela prata. O gene ACTB foi utilizado como controle da quantidade de cDNA 
adicionado em cada reação de PCR convencional. (L) 100 bp DNA Ladder (Invitrogen 
Carlsbad, CA, USA). Nas canaletas marcadas com + e - foram adicionados controles 
positivo (testículo) e negativo. 
 

Figura 13 – Avaliação da expressão dos genes MAGE A1 e BORIS em amostras 

do grupo controle. 

 

Esta mesma avaliação nas amostras do grupo experimental revelou 

que MAGE A1 estava expresso em 10% (2/20) das amostras e BORIS 

estava expresso em 5% (1/20) das amostras. 

Foi observada uma forte expressão de MAGE A1 na amostra CCE 25 

e no controle positivo (testículo) (Figura 14). A expressão de MAGE A1 na 

amostra CCE 25 foi confirmada por seqüenciamento. Nesta mesma amostra 

foi observada a presença de uma banda inespecífica entre 300 e 400 pb, 

que não foi observada no controle positivo. Apesar desse fragmento ter sido 

seqüenciado, não foi possível definir a natureza deste produto. BORIS 

apresentou-se ausente na maioria das amostras avaliadas (Figura 14). 
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Legenda: O nível de expressão foi avaliado através de PCR convencional e eletroforese em 
gel de poliacrilamida a 6,5%, corado pela prata. O gene ACTB foi utilizado como controle da 
quantidade de cDNA adicionado em cada reação de PCR convencional. (L) 100 bp DNA 
Ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Nas canaletas marcadas com + e - foram 
adicionados controles positivo (testículo) e negativo. 

 
Figura 14 – Avaliação da expressão dos genes MAGE A1 e BORIS em amostras 

do grupo experimental. 

 

Além da expressão de MAGE A1 na amostra CCE 25, foi encontrada 

também uma baixa expressão deste gene na amostra CCE 21. Esse 

resultado é semelhante ao encontrado na PCR em tempo real onde foi 

observado que MAGE A1 apresentou uma amplificação tardia nesta 

amostra.  A padronização deste gene para o ensaio da PCR convencional, 

foi obtida com a realização de 35 ciclos e na PCR em tempo real foram 

utilizados 40 ciclos (condição pré-estabelecida).  Portanto, após o aumento 

do número de ciclos para 40, nesse ensaio de PCR convencional, foi 

observado também o aumento da expressão de MAGE A1 nesta amostra, 

sem o aparecimento de produtos inespecíficos (Figura 15):    
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 Legenda: Avaliação do nível de expressão da amostra CCE 21 por PCR convencional 
utilizando 35 ciclos (35x) e 40 ciclos (40x). Gel de poliacrilamida a 6,5%, corado pela prata. 
(L) 100 bp DNA Ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA ). Na canaleta marcada com c- foi 
adicionado o controle negativo. pb- pares de base.      
 

Figura 15 – Avaliação da expressão do gene MAGE A1 na amostra do grupo 

experimental 21 (CCE 21) em diferentes ciclos. 

  

Foi observada a baixa expressão do gene BORIS na amostra do 

grupo experimental CCE 8 (Figura 16) utilizando os primers 6/10, estando 

esta expressão ausente com a utilização dos primers 2/6 (Figura 16). Este 

resultado está de acordo com o obtido na avaliação por PCR em tempo real 

em que o gene BORIS apresentou uma amplificação tardia nesta amostra. A 

região amplificada pelos primers BORIS 6/10 na PCR convencional abrange 

uma parte da região amplificada pelo ensaio Taqman Hs00540744_m (exons 

9/10) utilizado na avaliação de BORIS na PCR em tempo real. Isto pode 

sugerir que alguma isoforma de BORIS, pode estar sendo produzida em 

baixos níveis a partir dos exons 9 e 10. 
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Legenda: O nível de expressão foi avaliado através de PCR convencional e eletroforese em 
gel de poliacrilamida a 6,5%, corado pela prata. Análise de expressão de BORIS usando 
primers exons 6 e 10  (BORIS 6/10) e exons 2 ao 6 ( BORIS 2/6) . (L) 100 bp DNA Ladder 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).  
 

Figura 16 – Avaliação da expressão do gene BORIS em amostras do grupo 

experimental. 

 

Os resultados encontrados neste ensaio de PCR convencional que 

verificou a ausência da expressão de MAGE A1 e de BORIS em amostras 

do grupo controle e a baixa expressão destes genes em duas amostras do 

grupo experimental,foram semelhantes aos resultados encontrados neste 

mesmo estudo, nos experimentos por PCR em tempo real. Exceto, pela 

amostra CCE25 cuja expressão de MAGE A1 foi apenas detectada na PCR 

convencional, em virtude desta não ter participado dos ensaios de PCR em 

tempo real. 
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4.3 IDENTIFICAÇÃO DOS CGS METILADOS NA ILHA CpG NA 

REGIÃO PROMOTORA DE MAGE A1. 

 

O seqüenciamento do DNA da região promotora do gene MAGE A1 

nas amostras do grupo controle, possibilitou a identificação da presença de 

determinados dinucleotídeos CpGs hipometilados nesta região (Figura 17). 

Observou-se durante essas análises que a amostra N1 apresentou 

23,4% (15/64) de CpGs hipometilados, a amostra N2 apresentou  11,1% 

(16/144) de CpGs hipometilados e a amostra  N7 apresentou 23,75% 

(38/160) de CpGs hipometilados (Figura 17). As regiões -263, -231, -151 e 

+14 foram as que apresentaram um maior número de hipometilação neste 

grupo de amostras. 
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Legenda: Cada fileira de círculos representa um clone individual. Os círculos brancos 
representam os dinucleotídeos CpGs hipometilados e os círculos pretos representam os 
CpGs metilados.  Acima estão descritas as posições em relação ao sítio inicial de 
transcrição de MAGE A1 para cada dinucleotídeo CpG. Avaliação das amostras do grupo 
controle N1, N2 e N7. 

 

Figura 17 - Perfil de metilação da região promotora do gene MAGE A1 em 

amostras do grupo controle (16 CpGs no total).  
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As análises por seqüenciamento da região promotora do gene MAGE 

A1 nas amostras do grupo experimental, permitiu também a identificação da 

presença de alguns dinucleotídeos CpGs hipometilados (Figura 18). Foi 

possível observar que a amostra CCE3 apresentou 22,5% (36/160) de CpGs 

hipometilados,  a amostra CCE 14 apresentou 7,3% (7/96) de CpGs 

hipometilados e a amostra CCE 19 apresentou 12,5% (6/48)  de CpGs  

hipometilados. As regiões -263, -231, -112, -151 e +14 foram, novamente, as 

que apresentaram um maior índice de hipometilação neste grupo de 

amostras. 
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Legenda: Cada fileira de círculos representa um clone individual. Os círculos brancos 
representam os dinucleotídeos CpGs não-metilados e os círculos pretos representam os 
CpGs metilados.  Acima estão descritas as posições em relação ao sítio inicial de 
transcrição de MAGE A1 para cada dinucleotídeo CpG. Avaliação das amostras do grupo 
experimental CCE 3, CCE 14 e CCE19. 

 

Figura 18 - Perfil de metilação da região promotora do gene MAGE A1 em 

amostras do grupo experimental (16 CpGs no total).  
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As amostras CCE 21 e CCE 25 que apresentaram MAGE A1 

expresso durante as análises por PCR convencional não foram avaliadas 

neste ensaio. 

Não foi detectada a presença de hipometilação na região 

correspondente aos sítios de ligação dos fatores de transcrição Ets em 

nenhuma das amostras. 

Em todas as amostras analisadas, a região correspondente à ilha 

CpG de MAGE A1 (-85 a +41) apresentou-se fortemente metilada. 

A amostra CCE 3  apresentou um número  de CpGs hipometilados no 

quinto dinucleotídeo CpG, um pouco maior comparado com as demais 

amostras (Figura 18). Esta região equivale à posição -112 e corresponde ao 

sítio de ligação do fator de transcrição Sp1. A presença desta hipometilação 

no quinto nucleotídeo na amostra CCE3 pode ser melhor visualizada na 

Figura 19A, onde verificamos a presença do nucleotídeo timina (T), no lugar 

do nucleotídeo citosina (C) como é observado nesta mesma região na 

amostra do grupo controle 7N  (Figura 19B).   
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Legenda: Análises por seqüenciamento após o tratamento com o bissulfito de sódio do 
DNA do clone 6 da amostra experimental CCE 3 (A) e do clone 2 da  amostra do grupo 
controle 7N(B). A – Ausência de metilação no quinto CpG presente no clone 6 da amostra 
CC3 com a presença de timina (T) (circundado em vermelho) ; B – Presença de metilação 
no quinto CpG presente no segundo clone 2 da amostra N7com a presença de citosina (C) 
(circundado em vermelho). 
 

Figura 19 – Cromatograma demonstrando o perfil de metilação encontrado no 

quinto dinucleotídeo CpG situado na posição -112 da região promotora de MAGE 

A1 . 

 

Em resumo, não foram encontradas diferenças entre o nível de 

hipometilação nas amostras do grupo controle e o nível de hipometilação 

nas amostras do grupo experimental.  
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4.4 AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DAS PROTEÍNAS MAGE A1 E BORIS 

POR IMUNOISTOQUÍMICA 

 
  Durante a avaliação por imunoistoquímica, as amostras do grupo 

experimental apresentaram positividade para MAGE A1 em 80% (16/20) dos 

casos, sendo observada uma marcação acastanhada no citoplasma das 

células tumorais (Figura 20A e 20B). Nenhuma das 10 amostras do grupo 

controle apresentou positividade para o anticorpo anti-MAGE A1. 

A proteína BORIS, por sua vez, foi detectada em 100% (20/20) das 

amostras do grupo experimental. Foi observada, durante esta análise, 

marcação tanto citoplasmática, quanto nuclear (Figura 20C e 20D). A 

proteína  BORIS também foi encontrada em 100% (10/10) das amostras do 

grupo controle. Esta positividade nas amostras do grupo controle, 

exclusivamente citoplasmática, foi observada distribuída entre as camadas 

basal e parabasal, com ocasionais células da camada intermediária 

apresentando marcação (Figura 20E).  
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Legenda: Análise da expressão da proteína MAGE A1 nas amostras CCE 22 (A) e CCE 31 

(B); Análise da expressão da proteína BORIS nas amostras CCE 19 (C) e CCE 20 (D); 

Análise da expressão da proteína BORIS na amostra do grupo controle N10 (E). 

 

Figura 20 - Análise por imunoistoquímica das proteínas MAGE A1 e BORIS em 

amostras do grupo experimental e do grupo controle. 

 

Apesar da ausência dos transcritos de MAGE A1 e BORIS na PCR 

convencional e na PCR em tempo real, as amostras do grupo experimental e 
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algumas amostras do grupo controle avaliadas neste estudo mostraram-se 

positivas para a presença destas proteínas na análise imunoistoquímica 

(Tabela 7). 

 
Tabela 7 - Análises de expressão de MAGE A1 e BORIS 

 

Amostra 

MAGE A1 BORIS          

IMUNO 
PCR  

Tempo Real 
PCR 

Convencional IMUNO 
PCR  

Tempo Real 
PCR 

Convencional 

Grupo controle 

N1 - - - + - - 

N2 - - - + - - 

N3 - - - + - - 

N4 - - - + - - 

N5 - - - + - - 

N6 - - - + - - 

N7 - - - + - - 

N8 - - - + - - 

N9 - - - + - - 

N10 - - - + - - 

Grupo experimental 

CCE1 + n.r.  n.r.  + n.r. n.r. 

CCE2 + -  -   + -  - 

CCE3 + -  -   + -  - 

CCE4 + -  -   + -  - 

CCE5 + -  -   + -  - 

CCE6 + -  -   + -  - 

CCE7 - -  n.r.  + -  n.r. 

CCE8 - -  -   + +  + 

CCE9 - -  -   + -  - 

CCE10 n.r -  - n.r -  - 

CCE11 n.r n.r.  -  n.r n.r.  - 

CCE12 + n.r.  -  + n.r.  - 

CCE13 + n.r.  -   + n.r.  - 

CCE14 + -  -   + -  - 

CCE15 + n.r.  n.r.   + n.r.  n.r. 

CCE16 n.r n.r.  n.r.   + n.r.  n.r. 

CCE17 + n.r.   -   - n.r  - 

CCE18 + -  -   + -  - 

CCE19 n.r -  -  n.r -  - 

CCE20 + -  -   + -  - 

CCE21 + +  +   + -  - 

CCE22 + -  n.r.  + -  n.r. 

CCE23 + n.r.  -   + n.r.  - 

CCE24 - n.r.  -  n.r n.r.  - 

CCE25 n.r n.r.  + n.r  n.r.  - 

 
Legenda: CCE - Carcinoma de células escamosas; N -  amostra normal ;  Imuno: 
imunoistoquímica; PCR reação em cadeia da polimerase; n.r. - experimento não realizado; 
(+) expresssão positiva; ( - ) expressão  negativa 
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5. DISCUSSÃO 

 

Apesar dos avanços nas pesquisas relacionadas às modalidades de 

tratamento do CCEB, nenhuma melhora foi observada nas duas últimas 

décadas, na taxa de sobrevida de cinco anos desta doença, situada entre 

45-50% (RIES et al. 2008). Isso talvez esteja relacionado com uma 

classificação inadequada do TNM ou com a inexistência de uma terapia mais 

eficaz (HOWALDT et al. 1999).  

A imunoterapia vem a cada dia se tornando uma opção de tratamento 

atraente para o câncer de cabeça e pescoço (RAPIDIS e WOLF 2009). 

Entretanto, um antígeno adequado para a imunoterapia seria aquele cuja 

expressão fosse específica e estável na célula tumoral, que fosse crucial 

para a sobrevivência desta célula e que estivesse ausente nos tecidos 

normais (SIMPSON et al. 2005). Baseados nestas características, o 

descobrimento de proteínas denominadas CTAs impulsionaram ainda mais 

as pesquisas relacionadas à imunoterapia.  

Neste estudo dois CTAs, MAGE A1 e BORIS, foram selecionados 

para avaliação em amostras de CCEB. O gene MAGE A1 foi selecionado em 

virtude de sua extensa descrição em diversos tipos de cânceres, presença 

de ilha CpG em sua região promotora e uma possível atividade de repressor 

transcricional. O gene BORIS foi selecionado em virtude de apresentar 

importante função de regulador transcricional, alterando padrões de 

imprinting pré-determinados, presença de ilha CpG em sua região promotora 

e a hipótese de ser um possível oncogene. 



62 

 

A avaliação do nível de RNAm destes genes por PCR em tempo real 

neste estudo, demonstrou ausência de MAGE A1 e BORIS nas amostras do 

grupo controle e uma  baixa expressão destes nas amostras experimentais. 

Em virtude das amostras do grupo controle não apresentarem expressão de 

nenhum destes dois genes analisados, o cálculo da expressão relativa pelo 

método do 2- Ct (LIVAK e SCHMITTGEN 2001) ficou invalidado. Talvez o 

método de quantificação relativa proposto neste estudo não tenha sido 

adequado, sugerindo a busca por ferramentas mais específicas para efetuar 

esta análise. 

 MULLER-RICHTER et al. (2009) avaliaram as expressões de genes 

da família MAGE A em cinco linhagens de CCEB por PCR em tempo real. 

Esta expressão de MAGE A, em linhagens de CCEB, foi comparada com 

uma linhagem de queratinócitos adultos (NHEK). Para validar os valores 

obtidos, foram realizadas três medidas de cada gene e calculado o valor 

médio. As análises feitas por esses autores revelaram um aumento 

significativo da expressão destes genes nestas linhagens tumorais. 

Entretanto, alguns pontos no estudo de MULLER-RICHTER et al. (2009) 

devem ser levados em consideração: não foram utilizadas amostras 

tumorais, somente linhagens celulares; e a linhagem normal (NHEK) 

escolhida como referência apresentava expressão dos genes MAGE A.  Isto 

pode explicar em parte os resultados divergentes dos que foram obtidos pelo 

ensaio de PCR em tempo real realizados neste presente estudo. 

 WEINERT et al. (2009) avaliaram quantitativamente a expressão de 

74 CTAs em carcinoma de esôfago. Foram comparadas as expressões 
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relativas destes genes em 16 amostras tumorais em relação a oito amostras 

de tecido normal, utilizando o gene GAPDH como normalizador. Os 

resultados demonstraram que pelo menos cinco CTAs estavam expressos 

em 81% dos tumores. Entretanto, determinadas amostras normais também 

não apresentaram expressão de alguns CTAs, como foi o caso do gene 

MAGE A1. Nesses casos, os autores resolveram utilizar o valor de 10-6 em 

relação à expressão do GAPDH. Eles estipularam este valor como sendo o 

valor limite para detecção e a partir dele, era determinado o cálculo da 

expressão. Este valor de corte 10-6 foi escolhido por duas razões:  foi o valor 

que mais se aproximava ao valor de expressão mínima que eles 

encontraram em seus experimentos e porque este foi o valor limite 

apresentado por estes genes (os que não foram detectados nos tecidos 

normais) durante experimentos de diluições. 

Os resultados da avaliação por PCR convencional, neste presente 

estudo, demonstraram a ausência de transcritos de MAGE A1 e BORIS no 

grupo controle e uma baixa expressão entre as amostras do grupo 

experimental.   

A transcrição do gene BORIS inicia-se a partir de três diferentes 

promotores, o que pode sugerir que este gene provavelmente possua uma 

série de variantes splice 5’ que não foram detectadas neste estudo. 

Resultados semelhantes foram descritos por HINES et al. 2010 

durante a avaliação da expressão de BORIS em linhagens e amostras de 

câncer de mama por PCR em tempo real e por PCR convencional. As 

análises por PCR em tempo real, realizadas por esses autores, detectaram a 
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amplificação tardia deste gene (próximo ao ciclo 40) em apenas uma 

amostra de linhagem tumoral e ausência dos transcritos deste gene nas 

demais linhagens e amostras tumorais. Já os ensaios por PCR convencional 

não detectaram a presença de BORIS em nenhuma das linhagens e 

amostras tumorais avaliadas.  

Por outro lado, FIGUEIREDO et al. (2006) avaliando a presença dos 

transcritos da família MAGEA e de outros CTAs por PCR convencional, em 

pacientes portadores de CCE de cabeça e pescoço (15 casos localizados na 

cavidade bucal, 14 casos na laringe e quatro casos na faringe), encontraram 

MAGE A1 expresso em 30,3% dos tumores. Entretanto, deve ser ressaltado 

que esta expressão observada pelos autores acima citados encontrava-se 

distribuída em diferentes sítios anatômicos da região da cabeça e pescoço, 

além da cavidade bucal. 

Tem sido descrito que a hipometilação é o mecanismo responsável 

pela expressão destes dois genes avaliados, com a ativação de membros da 

família MAGE  (DE et al. 1996; JANG et al. 2001; ROMAN-GOMEZ et al. 

2007; WOLOSZYNSKA-READ et al. 2007) e com a regulação dos três 

promotores de BORIS (RENAUD et al. 2007). 

A região delineada neste presente estudo como ilha CpG de MAGE 

A1, durante as análises de sequenciamento, mostrou-se bastante metilada  

nos dois grupos avaliados.  

Importantes regiões regulatórias presentes na região promotora de 

MAGE A1, correspondentes aos sítios de ligação dos fatores de transcrição 

da família dos Ets  e ao sítio de ligação de fatores Sp1,  também foram 
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avaliadas neste presente estudo quanto à presença de hipometilação. No 

entanto, não foi observada a presença de hipometilação nos sítios de ligação 

dos fatores Ets em nenhuma amostra do grupo experimental,  ou do grupo 

controle. E apesar de ter sido verificado um número maior de CpGs 

hipometilados na região do quinto dinucleotídeo CpG (sítio de ligação de 

Sp1) na amostra do grupo experimental CCE3, serão necessários 

seqüenciamento adicionais para  a confirmação deste evento. 

Os resultados de sequenciamento da região promotora de MAGE A1 

no grupo experimental e no grupo controle revelaram, portanto, que os 

índices de hipometilação encontrados neste estudo parecem não explicar a 

expressão da proteína encontrada nos experimentos de imunoistoquímica. 

Diante da complexidade de efetuarmos o seqüenciamento de BORIS, 

este gene não entrou nesta análise. Isto porque a expressão de seus três 

diferentes promotores gênicos é específica para cada tipo de tecido. É 

necessário primeiramente, a realização de ensaios que avaliem qual dos 

promotores está sendo expresso nas amostras do grupo experimental e qual 

deles está sendo expresso nas amostras do grupo controle, antes de ser 

efetuado o seqüenciamento deste gene.  

As análises por imunoistoquímica para MAGE A1, realizadas neste 

estudo, demonstraram positividade em 80% nas amostras do grupo 

experimental e ausência desta proteína nas amostras do grupo controle.  

Uma investigação de expressão de antígenos MAGE A por 

imunoistoquímica em 47 amostras de CCEB primários realizada por  

MULLER-RICHTER et al. (2010) revelou que estes antígenos estavam 
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presentes em 55% das amostras avaliadas. Estes autores demostraram que 

a presença da proteína MAGE A estava relacionada com um menor grau de 

diferenciação do tumor  

Em outro estudo, a detecção da presença de proteínas de MAGE A 

também foi investigada em lesões benignas, cancerizáveis e malignas da 

mucosa bucal. As taxas de marcação para antígenos MAGE-A para lesões 

pré-cancerizáveis displásicas e lesões malignas variou de 33% a 65%. 

Segundo estes autores, os antígenos MAGE A provavelmente facilitariam a 

diferenciação de uma lesão pré-cancerizável à cancerizável na mucosa 

bucal (KRAUSS et al. 2010). 

A avaliação por imunoistoquímica de BORIS, realizada neste presente 

estudo, revelou a presença desta proteína em 100% das amostras do grupo 

experimental e também nas amostras do grupo controle. 

Não existem muitos relatos da avaliação de BORIS por análises de 

imunoistoquímica, no entanto, níveis de proteínas BORIS significativamente 

altos também foram encontrados em amostras de câncer de mama (D'ARCY 

et al. 2006). A marcação imunoistoquímica demonstrou que 70,7% das 

amostras desse tipo de câncer foram positivas para esta proteína; que teve 

distribuição tanto citoplasmática quanto nuclear. Além disso, esses autores 

detectaram a presença dessa proteína em uma amostra de tecido normal 

periférico, que havia sido coletado durante a cirurgia de ressecção de tumor 

de um paciente. 
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 O resultado encontrado neste estudo da presença da proteína BORIS 

em amostras do grupo controle requer investigações adicionais em um maior 

número de amostras para confirmação deste resultado.  

Essa expressão-específica de CTAs em tecidos normais começa a 

ser discutida na literatura.  SCANLAN et al. 2002 avaliaram a expressão de 

44 genes CTAs por PCR semi-quantitativa em 16 tecidos normais. Os 

cDNAs resultantes para cada tecido eram quantificados em μg. Devido à 

sensibilidade do sistema, os valores de detecção estariam entre 0,01-2,0 μg 

de cDNA. Os autores verificaram a expressão de MAGE A1 em testículo 

(>2,0 μg de cDNA) e pâncreas (0,02 μg). BORIS estava expresso no 

testículo (>2,0 μg), no pâncreas (0.03), na próstata (0,01), no timo (0,01) e 

no rim (0,02). Convém ressaltar que esses autores não avaliaram a cavidade 

oral. 

 HOFMANN et al. (2008) utilizando comparações de bibliotecas de 

cDNAs, avaliaram a expressão de 153 CTAs em tecidos tumorais e normais. 

Eles classificaram os CTAs em três grupos de acordo com sua expressão 

em tecidos normais: restritos ao testículo, restritos ao testículo/cérebro e 

testículo seletivos. O gene MAGE A1 foi classificado pertencente ao grupo 

de CTAs restritos ao testículo e a nenhum outro tecido somático adulto 

(exceto placenta). O gene BORIS foi classificado como testículo-seletivo 

(razão entre a expressão deste gene em testículo e placenta em relação a 

outros tecidos somáticos). A expressão deste gene foi detectada em alguns 

tecidos somáticos. Novamente a cavidade oral não entrou nesta avaliação.  
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A co-expressão das proteínas de MAGE A1 e BORIS encontrada 

neste estudo nas amostras do grupo experimental é um dado que também 

deve ser levado em consideração. Como já foi citado anteriormente, BORIS 

possui a capacidade de ativar outros CTAs, como por exemplo, o MAGE A1 

(VATOLIN et al. 2005). Promotores de CTAs que se encontravam metilados 

e reprimidos em células somáticas, tornam-se desmetilados e ativados em 

células de câncer, quando BORIS encontra-se expresso nestas células 

(HONG et al. 2005; VATOLIN et al. 2005). Essa co-expressão de BORIS 

com outros CTAs tem sido documentada em linhagens celulares de câncer e 

também em tumores primários de mama, próstata, colo-retal e pulmão 

(HONG et al. 2005; VATOLIN et al. 2005)  

 A co-expressão de CTAs já foi encontrada anteriormente em CCEB 

em um trabalho realizado por RIES et al. 2008 em que foram investigadas as 

presenças de MAGE A1-A6 e MAGE A12. Não houve correlação entre esta 

co-expressão e os parâmetros clínico-patológicos, como por exemplo, 

classificação pelo TNM ou grau histológico. Entretanto, os autores desta 

pesquisa enfatizam a importância deste achado no auxílio à produção de 

vacinas polivalentes para CCEB (RIES et al. 2008).   

A falta de correlação entre a presença das proteínas MAGE A1 e 

BORIS e a ausência de transcritos nos experimentos de PCR convencional e 

em tempo real, realizados neste estudo, pode ser explicada pela presença 

de isoformas destes genes que não foram detectadas. Também precisamos 

ressaltar o fato de que os genes da família MAGE estão fortemente 

relacionados. O gene MAGE A1 apresenta um percentual de homologia do 
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último exon (codificante) com aqueles presentes em outros genes MAGE de 

64% a 85%. Assim proteínas MAGE A2-A6 têm 57% de homologia com 

MAGE A1 e MAGE A8-MAGE A12 têm 77% de homologia com MAGE A1. 

D'ARCY et al. (2008) investigando os níveis de expressão de BORIS 

em câncer de mama, também não encontraram associação entre a forte 

marcação imunoistoquímica e um nível baixo de RNAm observados em uma 

linhagem tumoral. Para estes autores, a natureza heterogênea dos tumores 

pode contribuir para essa falta de correlação entre os resultados de 

imunoistoquímica e os níveis de RNAm, pois partes diferentes de tecido são 

utilizadas para extração da proteína e do RNAm. 

Para DHODAPKAR et al. (2003) existem discrepâncias entre os níveis 

de RNA e de proteínas durante as análises de expressão dos CTAs. 

Segundo ele, devido a uma grande homologia entre os vários CTAs, as 

reações-cruzadas de reagentes anti-CTAs não podem ser totalmente 

excluídas. Mas, até o momento, não foi encontrada nenhuma reação 

cruzada destes reagentes com nenhuma proteína que não pertencesse a 

essas famílias ou que não fosse um CTA.  

Apesar de estar claro que a hipometilação é o mecanismo 

responsável pela expressão dos genes da família MAGE A em vários tipos 

de cânceres, os níveis de hipometilação que encontramos na região 

promotora de MAGE A1 parecem não explicar a expressão deste gene em 

CCEB. A realização de novos seqüenciamentos com um maior número de 

amostras, talvez possa nos ajudar a compreender melhor este mecanismo. 

Embora os resultados encontrados durante a avaliação dos transcritos de 
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MAGE A1 em CCEB não apontaram presença destes genes, os resultados 

que foram encontrados para este gene na imunoistoquímica reforça a 

necessidade de investigações adicionais, baseados em  FIGUEIREDO et al. 

2006 que cita a importância da identificação dessa população de pacientes, 

que poderá se tornar um alvo potencial para a imunoterapia. Como este 

antígeno não foi encontrado na mucosa normal, novos estudos são 

necessários para a sua validação como marcador tumoral. Além disso, é 

importante conhecer a relação entre a expressão deste antígeno com a 

transformação maligna encontrada em algumas lesões cancerizáveis da 

mucosa. A identificação da proteína BORIS em amostras normais coloca em 

xeque o papel deste CTA como um bom candidato à imunoterapia, mas por 

outro lado oferece uma nova perspectiva: a busca pelo conhecimento do real 

papel deste gene nos processos moleculares. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 A avaliação da expressão de MAGE A1 e BORIS por PCR em Tempo 

Real, demonstrou expressão ausente e/ou baixa destes genes nas 

amostras de CCEB;  

 Na avaliação por PCR convencional foi verificada também uma 

expressão ausente e/ou baixa de BORIS e de MAGE A1 nas 

amostras de CCEB; 

 Apesar de termos identificado a presença de alguns dinucleotídeos 

CGs hipometilados na região promotora de MAGE A1 em amostras 

de CCEB, este nível de hipometilação foi também observado nas 

amostras de mucosa normal; 

 Na avaliação por imunoistoquímica, a proteína MAGE A1 estava 

presente na maioria das amostras de CCEB e ausente nas amostras 

de mucosa normal, enquanto a proteína BORIS  foi identificada tanto 

nas amostras de CCEB quanto nas amostras de mucosa normal.
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ANEXOS 

 



 

Anexo 1 - Classificação clínica (TNM) para o câncer de cavidade oral baseada na extensão do tumor primário, na ausência ou 

presença e a extensão de metástases em linfonodos regionais e a ausência ou presença de metástase à distância. 
 

Extensão do Tumor Primário Linfonodos Regionais Metástase à Distância 

T   Tumor Primário N  Linfonodos Regionais M  Metástase à Distância 

TX  O tumor primário não pode ser avaliado NX  Os linfonodos regionais não podem ser avaliados MX  
A presença de metástase à distância 

não pode ser avaliada 

T0  Não há evidência de tumor primário N0  Ausência de metástase em linfonodos regionais M0  Ausência de metástase à distância 

Tis  Carcinoma in situ N1  
Metástase em um único linfonodo homolateral, com 3 cm ou menos em 

sua maior dimensão 
M1  Metástase à distância 

T1  Tumor com 2 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 

   

T2  
Tumor com mais de 2 cm e até 4 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, 

   

T3  Tumor com mais de 4 cm em sua maior dimensão N2b  
Metástase em linfonodos homolaterais múltiplos, nenhum deles com 

mais de 6 cm em sua maior dimensão 
   

T4a  

(Cavidade oral) Tumor que invade estruturas 
adjacentes: cortical óssea, músculos 

profundos/extrínsecos da língua (genioglosso, 
hioglosso, palatoglosso e estiloglosso), seios 

maxilares ou pele da face 

N2c  
Metástase em linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhum deles com 

mais de 6 cm em sua maior dimensão 
   

T4b  

(Lábio e cavidade oral): Tumor que invade o espaço 

mastigador, lâminas pterigóides ou base do crânio ou 
envolve artéria carótida interna 

N3  Metástase em linfonodo com mais de 6 cm em sua maior dimensão     

 



 

 

Anexo 2 - Grupamento de Estádios para o câncer de cavidade oral baseada na 

classificação clínica (TNM) - extensão do tumor primário, presença ou ausência de 
comprometimento de linfonodos regionais e a ausência ou presença de metástase 
à distância. 

 

Grupamento por Estádios 

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 

 

 

  



 

 

Anexo 3 - Lista de todos os CTAs 

 

 

Gene family Family member 
Chromosomal 

localization 
CT identifier 

MAGEA MAGEA1 Xq28 CT1.1 

MAGEA MAGEA2 Xq28 CT1.2 

MAGEA MAGEA2B Xq28   

MAGEA MAGEA3 Xq28 CT1.3 

MAGEA MAGEA4 Xq28 CT1.4 

MAGEA MAGEA5 Xq28 CT1.5 

MAGEA MAGEA6 Xq28 CT1.6 

MAGEA MAGEA8 Xq28 CT1.8 

MAGEA MAGEA9 Xq28 CT1.9 

MAGEA MAGEA9B/LOC728269 Xq28   

MAGEA MAGEA10 Xq28 CT1.10 

MAGEA MAGEA11 Xq28 CT1.11 

MAGEA MAGEA12 Xq28 CT1.12 

BAGE BAGE 21p11.1 CT2.1 

BAGE BAGE2 21p11.1 CT2.2 

BAGE BAGE3 21p11.1 CT2.3 

BAGE BAGE4 21p11.1 CT2.4 

BAGE BAGE5 21p11.1 CT2.5 

MAGEB MAGEB1 Xp21.3 CT3.1 

MAGEB MAGEB2 Xp21.3 CT3.2 

MAGEB MAGEB3 Xp21.3 CT3.5 

MAGEB MAGEB4 Xp21.3 CT3.6 

MAGEB MAGEB5 Xp21.3 CT3.3 

MAGEB MAGEB6 Xp21.3 CT3.4 

GAGE GAGE1 Xp11.4-p11.2 CT4.1 

GAGE GAGE2A Xp11.23 CT4.2 

GAGE GAGE3 Xp11.23 CT4.3 

GAGE GAGE4 Xp11.4-p11.2 CT4.4 

GAGE GAGE5 Xp11.4-p11.2 CT4.5 

GAGE GAGE6 Xp11.4-p11.2 CT4.6 

GAGE GAGE7 Xp11.4-p11.2 CT4.7 

GAGE GAGE12I Xp11.4-p11.2   

GAGE GAGE8 Xp11.23 CT4.8 

GAGE GAGE12J Xp11.23   

GAGE GAGE13 Xp11.23   

GAGE GAGE12B Xp11.23   
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GAGE GAGE12C Xp11.23   

GAGE GAGE12D Xp11.23   

GAGE GAGE12E Xp11.23   

GAGE GAGE12F Xp11.23   

GAGE GAGE12G Xp11.23   

GAGE GAGE12H Xp11.23   

SSX SSX1 Xp11.23-p11.22 CT5.1 

SSX SSX2 Xp11.22 CT5.2a 

SSX SSX2b Xp11.22 CT5.2b 

SSX SSX3 Xp11.23 CT5.3 

SSX SSX4 Xp11.23 CT5.4 

SSX SSX4B Xp11.23   

SSX SSX5 Xp11.23   

SSX SSX6 Xp11.2   

SSX SSX7 Xp11.23   

SSX SSX9 Xp11.23   

NY-ESO-1 CTAG1B Xq28 CT6.1 

NY-ESO-1 CTAG1A Xq28   

NY-ESO-1 CTAG2 Xq28 CT6.2a 

NY-ESO-1 LAGE-1b Xq28 CT6.2b 

MAGEC1 MAGEC1 Xq26 CT7.1 

MAGEC1 MAGEC3 Xq27.2 CT7.2 

ATAD2 ATAD2 8q24.13 137 

SYCP1 SYCP1 1p13-p12 CT8 

ZNF645 ZNF645 Xp22.11 138 

BRDT BRDT 1p22.1 CT9 

MAGEC2 MAGEC2 Xq27 CT10 

SPANX SPANXA1 Xq27.1 CT11.1 

SPANX SPANXA2 Xq27.1   

SPANX SPANXB1 Xq27.1 CT11.2 

SPANX SPANXB2 Xq27.1   

SPANX SPANXC Xq27.1 CT11.3 

SPANX SPANXD Xq27.1 CT11.4 

SPANX SPANXE Xq27.2   

SPANX SPANXN1 Xq27 CT11.6 

SPANX SPANXN2 Xq27.3 CT11.7 

SPANX SPANXN3 Xq27.3 CT11.8 

SPANX SPANXN4 Xq27.3 CT11.9 

SPANX SPANXN5 Xp11.22 CT11.10 

XAGE XAGE1 Xp11.22 CT12.1a 

XAGE XAGE1B Xp11.22 CT12.1b 
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XAGE XAGE1C Xp11.22 CT12.1c 

XAGE XAGE1D Xp11.22 CT12.1d 

XAGE XAGE1E Xp11.22   

XAGE XAGE2 Xp11.22 CT12.2 

XAGE XAGE2B/CTD-2267G17.3 Xp11.22   

XAGE XAGE3 Xp11.22-p11.21 CT12.3a 

XAGE XAGE-3b Xp11.22 CT12.3b 

XAGE XAGE-4/RP11-167P23.2 Xp11.21 CT12.4 

XAGE XAGE5 Xp11.22 CT12.5 

HAGE DDX43 6q12-q13 CT13 

SAGE SAGE1 Xq26 CT14 

ADAM2 ADAM2 8p11.2 CT15 

PAGE-5 PAGE5 Xp11.21 CT16.1 

PAGE-5 CT16.2 X911.21 CT16.2 

PAGE-5 PAGE1 Xp11.23 CT16.3 

PAGE-5 PAGE2 Xp11.21 CT16.4 

PAGE-5 PAGE2B Xp11.21 CT16.5 

PAGE-5 PAGE3 Xp11.21 CT16.6 

PAGE-5 PAGE4 Xp11.23 CT16.7 

LIPI LIPI  21q11.2 CT17 

NA88A pseudogene VENTXP1 Xp21.3 CT18 

IL13RA IL13RA2  Xq13.1-q28 CT19 

TSP50 TSP50 3p14-p12 CT20 

CTAGE-1 CTAGE1 18p11.2 CT21.1 

CTAGE-1 CTAGE-2 18p11.2 CT21.2 

CTAGE-1 CTAGE5 14q13.3 CT21.3 

SPA17 SPA17 11q24.2 CT22 

ACRBP ACRBP 12p13.31 CT23 

CSAGE CSAG1 Xq28 CT24.1 

CSAGE CSAG2 Xq28 CT24.2 

CSAGE CSAG3B Xq28   

MMA1 DSCR8 21q22.2 CT25.1a 

MMA1 MMA1b 21q22.2 CT25.1b 

CAGE DDX53 Xp22.11 CT26 

BORIS CTCFL 20q13.31 CT27 

HOM-TES-85 LUZP4 Xq23 CT28 

AF15q14 CASC5 15q14 CT29 

HCA661 TFDP3 Xq26.2 CT30 

JARID1B JARID1B 1q32.1 CT31 

LDHC LDHC 11p15.5-p15.3 CT32 

MORC MORC1 3q13 CT33 
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SGY-1 DKKL1 19q13.33 CT34 

SPO11 SPO11 20q13.2-q13.3 CT35 

TPX1 CRISP2 6p21-qter CT36 

NY-SAR-35 FMR1NB Xq27.3-q28 CT37 

FTHL17 FTHL17 Xp21 CT38 

NXF2 NXF2 Xq22.1 CT39 

NXF2 NXF2B Xq22.1   

TAF7L TAF7L Xq22.1 CT40 

TDRD1 TDRD1 10q25.3 CT41.1 

TDRD1 TDRD6 6p12.3 CT41.2 

TEX15 TEX15 8p12 CT42 

FATE FATE1 Xq28 CT43 

TPTE TPTE 21p11 CT44 

CT45 CT45A1 Xq26.3 CT45.1 

CT45 CT45A2 Xq26.3 CT45.2 

CT45 CT45A3 Xq26.3 CT45.3 

CT45 CT45A4 Xq26.3 CT45.4 

CT45 CT45A5 Xq26.3 CT45.5 

CT45 CT45A6 Xq26.3 CT45.6 

HORMAD1 HORMAD1 1q21.2 CT46 

CT47 CT47A1 Xq24 CT47.1 

CT47 CT47A2 Xq24 CT47.2 

CT47 CT47A3 Xq24 CT47.3 

CT47 CT47A4 Xq24 CT47.4 

CT47 CT47A5 Xq24 CT47.5 

CT47 CT47A6 Xq24 CT47.6 

CT47 CT47A7 Xq24 CT47.7 

CT47 CT47A8 Xq24 CT47.8 

CT47 CT47A9 Xq24 CT47.9 

CT47 CT47A10 Xq24 CT47.10 

CT47 CT47A11 Xq24 CT47.11 

CT47 CT47B1 Xq24 CT47.13 

SLCO6A1 SLCO6A1 5q21.1 CT48 

TAG TAG 5p15.2 CT49 

LEMD1 LEMD1 1q32.1 CT50 

HSPB9 HSPB9 17q21.2 CT51 

CCDC110 CCDC110  4q35.1 CT52 

ZNF165 ZNF165 6p21.3 CT53 

SPACA3 SPACA3 17q11.2 CT54 

CXorf48 CXorf48 Xq26.3 CT55 

THEG THEG 19pter-p13 CT56 
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ACTL8 ACTL8 1p36.2-p35 CT57 

NLRP4 NLRP4 19q13.42 CT58 

COX6B2 COX6B2 19q13.42 CT59 

LOC348120 LOC348120  15q11.2 CT60 

CCDC33 CCDC33  15q24.1 CT61 

LOC196993 LOC196993  15q23 CT62 

PASD1 PASD1 Xq28 CT63 

LOC647107 LOC647107  3q26.1 CT64 

TULP2 TULP2 19q13.1 CT65 

CT66 CT66/AA884595 7q11.22 CT66 

PRSS54 PRSS54 16q21 CT67 

RBM46 RBM46 4q32.1 CT68 

CT69 CT69/BC040308 6q23.2 CT69 

CT70 CT70/BI818097  Unknown CT70 

SPINLW1 SPINLW1 20q12-q13.2 CT71 

TSSK6 TSSK6 19p13.11 CT72 

ADAM29 ADAM29 4q34 CT73 

CCDC36 CCDC36  3p21.31 CT74 

LOC440934 LOC440934  2q36.1 CT75 

SYCE1 SYCE1 10q26.3 CT76 

CPXCR1 CPXCR1 Xq21.3 CT77 

TSPY1 TSPY3 Yp11.2 CT78 

TSPY1 TSPY2 Yp11.2   

TSPY1 LOC728137  Yp11.2   

TSPY1 TSPY1D Yp11.2   

TSPY1 TSPY1E Yp11.2   

TSPY1 TSPY1F Yp11.2   

TSPY1 TSPY1G Yp11.2   

TSPY1 TSPY1H Yp11.2   

TSPY1 TSPY1I Yp11.2   

TSGA10 TSGA10 2q11.2 CT79 

PIWIL2 PIWIL2  8p21.3 CT80 

ARMC3 ARMC3 10p12.31 CT81 

AKAP3 AKAP3 12p13.3 CT82 

Cxorf61 Cxorf61 Xq23 CT83 

PBK PBK 8p21.2 CT84 

C21orf99 C21orf99 21q11.2 CT85 

OIP5 OIP5 15q15.1 CT86 

CEP290 CEP290 12q21.32 CT87 

CABYR CABYR 18q11.2 CT88 

SPAG9 SPAG9 17q21.33 CT89 
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MPHOSPH1 MPHOSPH1 10q23.31 CT90 

ROPN1 ROPN1 3q21.1 CT91 

PLAC1 PLAC1 Xq26 CT92 

CALR3 CALR3 19p13.11 CT93 

PRM PRM2 16p13.2 CT94.2 

PRM PRM1 16p13.2 CT94.1 

CAGE1 CAGE1 6p24.3 CT95 

CT96 TTK 6q13-q21 CT96 

LY6K LY6K 8q24.3 CT97 

IMP-3 IMP-3 7p11 CT98 

AKAP4 AKAP4 Xp11.2 CT99 

DPPA2 DPPA2 3q13.13 CT100 

KIAA0100/MLAA-22 KIAA0100  17q11.2 CT 101 

DCAF12 DCAF12 9p13.3 CT102 

SEMG1 SEMG1 20q12-q13.2 CT103 

POTE POTED 21q11.2 CT104.1 

POTE POTEE 2q21.1 CT104.2 

POTE POTEA 8p11.1 CT104.3 

POTE POTEB 15q11.2 CT104.5 

POTE POTEG 14q11.1 CT104.4 

POTE POTEC 18p11.21 CT104.6 

POTE POTEH 22q11.1 CT104.7 

GOLGAGL2 FA GOLGAGL2 FA 15q11.2 CT105 

NUF2/CDCA1 CDCA1 1q23.3 CT106 

RHOXF2/PEPP2 PEPP2 Xq24 CT107 

OTOA OTOA 16p12.2 CT108 

CCDC62 CCDC62  12q24.31 CT 109 

GPATCH2 GPATCH2 1q41 CT 110 

CEP55 CEP55 10q23.33 CT 111 

FAM46D FAM46D Xq21.1 CT 112 

TEX14 TEX14 17q22 CT 113 

CTNNA2 CTNNA2 2p12-p11.1 CT 114 

FAM133A FAM133A Xq21.32 CT 115 

LYPD6B LOC130576  2q23.1-q23.2 CT 116 

ANKRD45 ANKRD45 1q25.1 CT 117 

ELOVL4 ELOVL4 6q14 CT 118 

IGSF11 IGSF11 3q13.32 CT 119 

TMEFF TMEFF1 9q31 CT 120.1 

TMEFF TMEFF2 2q32.3 CT 120.2 

ARX ARX Xp21 CT 121 

SPEF2 SPEF2 5p13.2 CT 122 

http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=139&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=144&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=223&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=224&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=228&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=247&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=229&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=231&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=232&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=233&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=234&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=235&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=236&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=237&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=238&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=239&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=240&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=241&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=242&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=243&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=244&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=245&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=246&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=248&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=249&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=250&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=251&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=252&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=253&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=254&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=255&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=256&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=257&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=258&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=259&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=260&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=261&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=262&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=263&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=264&idmeta=11
http://www.cta.lncc.br/modelo.php?idgene=265&idmeta=11


 

 

GPAT2 GPAT2 2q11.1 CT 123 

TMEM108 TMEM108 3q21 CT 124 

NOL4 NOL4 18q12 CT 125 

PTPN20A PTPN20A 10q11.22 CT 126 

SPAG4 SPAG4 20q11.21 CT 127 

MAEL MAEL 1q24.1 CT128 

RQCD1 RQCD1 2q35 CT 129 

PRAME PRAME 22q11.22 CT130 

TEX101 TEX101 19q13.31 CT131 

SPATA19 SPATA19 11q25 CT132 

ODF1 ODF1 8q22.3 CT133 

ODF2 ODF2 9q34.11 CT134 

ODF3 ODF3 11p15.5 CT135 

ODF4 ODF4 17p13.1 CT136 

 

Fonte: 2005-2009© CT Antigens Database 
 

Legenda: CT identifier – ordem conológica de descoberta de cada CTA.  
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Anexo 4 - Ficha da Dados Clínicos – Faculdade de Odontologia (UFMG) 
 

 

IDENTIFICAÇÃO E DADOS DEMÓGRAFICOS 
  

1. Número do estudo: _______________________............................................................. [  ][  ][  ][  ] 

2. Nome do paciente:______________________________________________________________ 

3. Idade: _______________________anos .............................................................................. [  ][  ][  ] 

4. Gênero: (1) Masculino     (2) Feminino ................................................................................... .......[  ] 

5. Raça: (1) Branca (2) Amarela  (3) Negra  (4) Outra ________________ ......................................[  ] 

6. Naturalidade:_________________________  7- Procedência:_____________________________ 

8. Endereço:________________________________________________________________ 

9-Telefone: Res:__________________      Cel:____________________ 

 

 

HISTÓRIA CLÍNICA 
 

10. História familiar de câncer: (0) Não (1) Pais  (2) Irmãos  (3) Outro parente (9) Desconhece.. [  ][  ] 

15. Uso tabaco: (0) Não (1) Sim – quantidade ................tempo ............. tipo: ........(9) Desconhecido ............ [  ] 

16. Uso álcool (0) Não (1) Sim - quantidade ...............tempo:..............tipo:........... (9)Desconhecido...............[  ] 

17. Medicamentos: __________________________________________________________________ 

 

LOCO-REGIONAL 
 

9. Local de remoção do tecido: (1) ponta  de língua     (2) corpo de língua    (3) ponta e corpo de 

língua    (4) sulco pelve-lingual     (5) assoalho    (6) gengiva inferior    (7) retromolar   (8) fundo de 

sulco    (9) vestíbulo ....................................................................................................... ..................... [  ] 

 

CIRURGIA 
 

16. Data da cirurgia: ____/_____/______ .............................................................................. [   ][     ][ ] 

17. Tipo de cirurgia: __________________________________________________________ 

 

Coletor de Dados:  

 

 

 
 



 

 

 
Anexo 5 - Termo De Consentimento Livre e Esclarecido  
(Obrigatório para Pesquisa Clínica em Seres Humanos – Resolução 196/96 e Resolução CNS 251/97) 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 
FACULDADE DE ODONTOLOGIA 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Esse documento tem como finalidade propor a sua participação no projeto de 

pesquisa que tem o seguinte título: “Avaliação do nível de expressão dos 

Antígenos Específicos de Câncer/Testículo (CTAs) em amostras de pacientes 

portadores de carcinoma de células escamosas de boca”. A evolução dos tumores 

que acometem a região da cabeça e pescoço é bastante variável dependendo do local 

de origem e de diversos outros fatores. No entanto, muito ainda precisa ser 

pesquisado para se conhecer a capacidade de crescimento desses tumores e 

possivelmente empregar, no futuro, este conhecimento para alterar o tratamento que 

pode comprometer a qualidade de vida do paciente. O objetivo deste estudo é a 

identificação de genes que se apresentam alterados nos cânceres de cavidade bucal. 

Estes dados poderão permitir o seguimento clínico adequado de pacientes futuros de 

acordo com os dados obtidos na análise destes genes, seguida de correlação com os 

dados clínicos. Este estudo não oferecerá riscos à sua saúde e nem terá custos para 

você.  

TERMO DE LIVRE CONSENTIMENTO 

Li e entendi as informações fornecidas. Tive a oportunidade de fazer 
perguntas e todas as minhas dúvidas foram respondidas. Autorizo a 
utilização de parte da lesão que foi removida através de biópsia para 
conclusão do diagnóstico, neste projeto de pesquisa. Todos os resultados 
serão utilizados para fins de pesquisa e ensino. Será respeitado o meu 
direito de não ser identificado. 
Este formulário está sendo assinado voluntariamente por mim. Em qualquer 
momento da pesquisa, posso retirar este consentimento. 
 
LOCAL: ___________________________________ DATA: ____ / ____ / ______ 
 
 
                  _______ 
          NOME DO PACIENTE               NOME DORESPONSÁVEL 
 
                 _____________  
    ASSINATURA DO PACIENTE                  ASSINATURA DO RESPONSÁVEL 
DOCUMENTO APRESENTADO: ________________________________________ 
No. _______________________________________________________________ 
 
Pesquisadores: Cláudia Maria Pereira 
Telefone: (31) 34092477. 
  
Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG (COEP). Em caso de 
dúvida, você pode ligar para o COEP através do número (31) 3409-4592.Av Antônio Carlos, 
6627. Unidade Administrativa II-2º Andar, sala 2005. Campus Pampulha. Belo Horizonte, 
MG. 31270-901. 



 

 

 


