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A METILACAO DO DNA NO CANCER DE PULMAO DE CELULAS NAO
PEQUENAS: UMA REVISAO SISTEMATICA

Bruna Lago dos Reis, Thessika Hialla Almeida Arajo®.

'Escola Bahiana de Medicina e Saude Puablica, Salvador, Bahia, Brasil.

*Autor correspondente: Thessika Hialla Almeida Araujo, biomédica, Escola Bahiana
de Medicina e Saude Publica, Rua Silveira Martins, 100, Cabula, Salvador, Bahia, Brasil.
Telefone para contato: 71 3257-8200. E-mail para contato:

thessikaaraujo@bahiana.edu.br


https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&q=bahiana%20endereco&tbs=lf:1,lf_ui:4&tbm=lcl&sxsrf=ALiCzsaRhlByuRqk6ntlI-y_AOHKsHo__g:1653334690822&rflfq=1&num=10&rldimm=8261259256297876256&lqi=ChBiYWhpYW5hIGVuZGVyZWNvIgVIAYgBAUiiuJ2HA1oTEAAYACIHYmFoaWFuYSoECAIQAJIBB2NvbGxlZ2U&ved=2ahUKEwj3vsPXr_b3AhWxuZUCHbgzBn0QvS56BAgCEAE&sa=X&rlst=f

RESUMO

O céncer de pulméo é um dos mais frequentes e com mais alta taxa de mortalidade,
sendo o de células ndo pequenas o de maior incidéncia. O baixo indice de sobrevivéncia
dos individuos acometidos se deve principalmente ao fato de ser uma doenga silenciosa,
implicando na sua descoberta tardia. A metilacio do DNA é estudada como fator
integrante do processo neoplésico, surgindo, entdo, a possibilidade de ser utilizada como
biomarcador capaz de auxiliar na investigagdo e acompanhamento dessa patologia.
Objetivo: revisar sistematicamente a literatura a fim de avaliar a utilizacdo da metilacao
do DNA no cancer de pulmdo de células ndo pequenas na préatica clinica. Método:
realizada busca de artigos nas bases de dados PubMed, SciELO e LILACS para
elaboracdo de revisdo sistematica seguindo o protocolo PRISMA. Resultados: foram
selecionados 18 artigos que investigaram e sugeriram a utilizacdo da metilacdo do DNA
de variados genes como biomarcadores de diagnostico e progndstico, relacionando os
achados as caracteristicas clinico-patoldgicas das amostras. Concluséo: a metilacdo do
DNA apresenta possivel utilizacdo na préatica clinica para pacientes com cancer de pulméo
de células ndo pequenas que deve ser mais amplamente estudada para aplicacédo
definitiva.

Palavras-chave: metilacdo do DNA, cancer de pulmdo de células ndo pequenas,
biomarcadores, epigenética.



ABSTRACT

Lung cancer is one of the most frequent and has the highest mortality rate, with
non-small cell cancer having the highest incidence. The low survival rate of affected
individuals is mainly due to the fact that it is a silent disease, implying its late discovery.
DNA methylation is studied as an integral factor in the neoplastic process, thus giving
rise to the possibility of being used as a biomarker capable of assisting in the investigation
and monitoring of this pathology. Objective: to systematically review the literature in
order to evaluate the use of DNA methylation in non-small cell lung cancer in clinical
practice. Method: articles were searched out in the PubMed, SciELO and LILACS
databases to prepare a systematic review following the PRISMA protocol. Results: 18
articles were selected that investigated and suggested the use of DNA methylation of
various genes as diagnostic and prognostic biomarkers, relating the findings to the
clinical-pathological characteristics of the samples. Conclusion: DNA methylation
presents a possible use in clinical practice for patients with non-small cell lung cancer
that should be more widely studied for definitive application.

Key words: DNA methylation, non-small cell lung cancer, biomarkers,
epigenetics



INTRODUCAO

De acordo com dados da Organizacdo Mundial da Saide (OMS), o céncer de
pulmao € o segundo processo neoplasico que mais acomete individuos por ano, tendo
representado em 2020 cerca de 11,4% de todos os casosl. Com uma alta taxa de
mortalidade, esse tipo de cancer ocupa o primeiro lugar em numeros de morte advindas
da doenca em homens e segunda causa nas mulheres, atras apenas do cancer de mama??3,

O céancer de pulmdo pode ser dividido entre o de células pequenas (CPPC) e
células ndo-pequenas (CPCNP), sendo o dltimo responsavel por cerca de 85% das
ocorréncias. O CPPC representa apenas 15% dos casos de cancer e acredita-se que se
origine de células neuroenddcrinas®. Esse tipo de cancer se diferencia do CPCNP pelo
fato de crescer e se espalhar mais rapido e com maiores chances de metastase, além de
estar mais comumente associado ao uso do cigarro®. O CPCNP possui diferentes subtipos,
entre eles os adenocarcinomas, originados de células secretoras e mais frequente em ex-
fumantes e nao fumantes, carcinomas de células escamosas, que recebe 0 nome da sua
origem, e carcinoma de grandes celulas, que se assemelha ao CPPC por ter avanco
rapido®. Dentre esses subtipos, os adenocarcinomas (AC), e os carcinomas de células
escamosas sdo 0s mais comuns (CPCE)’.

A maioria dos casos dessa patologia € diagnosticada apenas nos estagios mais
avancados da doenca, o que torna o prognostico desfavoravel. O diagnostico é realizado
através de exames de imagem como radiografia e PET-CT, broncoscopia e biopsia, que
€ um procedimento cirdrgico para retirada de fragmentos do tecido tumoral. Devido a
isso, descobrir um diagndstico preciso, precoce e menos invasivo representaria um grande
auxilio no processo do cancer de pulmao®. Nesse quesito, esta sendo estudado cada vez
mais o grande potencial da epigenética para auxiliar em diferentes aspectos do processo
dessa doenga.

A epigenética é uma area da ciéncia que estuda as mudancas reversiveis no DNA,
que ndo alteram sua sequéncia. As marcas epigenéticas funcionam fornecendo as células
um sistema de sinalizacdo dinamico que atua na regulacdo da expressao dos genes e ajuste
da replicacéo e reparo do DNA%, A modificagdo desregulada do DNA pelas alteragGes
epigenéticas podem ter resultados patoldgicos, como o cancer?,

Os trés principais mecanismos epigenéticos sdo a modificacdo de histonas,
regulacdo por RNA néo codificante e metilagdo do DNA. A metilacdo do DNA nas ilhas
CpG é o mecanismo epigenético mais bem caracterizado de um fendmeno critico na
manutencdo da integridade genética e regulacdo das transcri¢cbes. A maioria dessas ilhas
esta metilada naturalmente, mas as alteracGes anormais nessa metilacao estdo associadas
ao silenciamento de genes supressores de tumor e outros genes relacionados ao cancer ,
pois elas impedem o acesso da maquinaria de transcri¢do ao promotor, impossibilitando
a expressdo normal dos genes??.

As alteracOes epigenéticas apresentam a possibilidade de serem utilizadas como
biomarcadores no cancer, por serem indicadores biologicos capazes de serem
mensurados, inclusive em diferentes amostras , tando de fluidos corporais quanto de
tecidos®®. Entretanto, at¢ o momento, um ndmero muito pequeno de biomarcadores
baseados em epigenética esta disponivel para uso comercial, sendo apenas um deles para
o cancer de pulmé&o*. Entender e estudar de que formas esse processo pode ser aplicado
para investigacdo do processo patoldgico, sua gravidade ou resposta a tratamentos é



essencial para apresentar definitivamente a sua aplicacdo como uma alternativa ou anélise
complementar aos atuais procedimentos padréo para analise do cancer. Diante o exposto,
esse trabalho de revisdo sistematica visa avaliar o processo de metilagdo nos principais
tipos de cancer de pulméo de células ndo pequenas, considerando a pratica clinica.

METODOS

O trabalho foi realizado seguindo as etapas do formato de reviséao sistematica. Para
a construcdo da pergunta central do trabalho foi aplicada a metodologia PICOs, tendo
como pergunta “Como a metilagdo do DNA participa como biomarcador no cancer de
pulmao de células nao pequenas?”. O processo de conducdo do estudo teve como base o
Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA)Y,
cumprindo os itens estabelecidos pelo protocolo.

Foi realizada uma pesquisa nas bases de dados PubMed, Biblioteca Eletronica
Cientifica Online (SciELO) e Literatura Latino-americana e do Caribe em Ciéncias da
Saude (LILACS), onde foram analisados artigos nas linguas inglesa e portuguesa. Como
estratégia de busca, foram aplicados nas ferramentas os termos identificados através de
Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS) dna methylation, non-small cell lung cancer,
e biomarkers, juntamente aos operadores booleanos “AND”, “OR” e “NOT”, resultando
na estratégia de busca “non-small cell lung carcinoma” OR “non-small cell lung cancer”
AND “dna methylation” AND “biomarkers” NOT review. Para delimitar a selecéo, foram
aplicados os limites “humans” ¢ “in-the-last-5-years”

A partir da triagem inicial com a leitura dos titulos e resumos, consideramos como
critérios de inclusdo os artigos de estudos observacionais de caso-controle, coorte, corte
transversal e experimentais de ensaios clinicos, realizados em humanos, no periodo de
2017 a 2022 (5 anos), que possuissem relagdo com a metilacdo do DNA no cancer de
pulméo de células ndo pequenas. Nos critérios de exclusao foram desconsiderados artigos
de revisdo sistematica, os que nao realizassem uma observacéo individual da metilagcédo
do DNA e sua aplicacdo como biomarcador, aqueles que néo fosse possivel obter acesso
ao texto completo, artigos duplicados nas diferentes bases de dados e com alto risco de
vies.

Ap0s a realizacdo dessa selecdo, foi feita a leitura completa dos textos e foram
incluidos apenas aqueles que estudassem a metilagdo do DNA como biomarcador,
realizassem andlises com diferentes tipos de CPCNP e possuissem informacoes
relacionadas as caracteristicas da populacao incluida.

A analise dos artigos selecionados resultou na extracdo das informacdes de
interesse em relacdo autoria, ano e local de publicacdo, amostragem do estudo, métodos
utilizados, caracteristicas da populacdo, objetivos e desfecho. A analise de qualidade
metodoldgica dos estudos foi realizada através do método do Instituto Joanna Briggs
(JBI), seguindo para cada artigo a checklist designada para cada desenho de estudo. Os
trabalhos foram classificados como: baixo risco de viés (acima de 70% de respostas
positivas), moderado risco de viés (entre 70 e 50%) e alto risco de viés (menos de 50%),
sendo os ultimos excluidos.
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RESULTADOS

Na pesquisa inicial, foi encontrado um total de 136 estudos relacionados ao tema
proposto, sendo 121 da base PubMed, 10 da base LILACS e 5 do Scielo. A partir da
andlise do titulo e resumo, foram selecionados 69 artigos para a leitura completa.
Aplicando os critérios de inclusdo e exclusdo previamente estabelecidos, 25 estudos
foram elegiveis (incluidos) nesta revisdo sistematica. Ap6s a andlise metodoldgica
realizada com base nos critérios do Instituto Joanna Briggs, 15 estudos foram
considerados como tendo baixo risco de viés, 3 receberam a classificacdo de médio risco
e 7 foram excluidos por demonstrarem alto risco de viés. Essa selecdo esté representada
no fluxograma do PRISMA.

Fluxograma do PRISMA com os passos para a sele¢do dos artigos
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Dos 18 artigos incluidos, todos eram estudos observacionais (coortes n=12, caso-
controle n=3, corte-transversal n=3). Os estudos analisados realizaram diferentes
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investigacdes quanto a metilacdo do DNA no céncer e sua possivel aplicacdo. Dentre eles,
55,5% verificaram a metilagido como biomarcador diagndstico®®: 1819, 20.22,24,25.26-28 o 5
mesma porcentagem investigou sua aplicagio como fator prognosticol’ 18 19, 23,25-27, 31-33
destacando o estudo de Jae-Won Cho et al®3, que observou mais especificamente a
metilacdo como um biomarcador de progressdo da doenca em relacdo a resposta a
tratamento com anti-PD-1. A tabela 1 mostra as caracteristicas dos estudos incluidos.

Os estudos avaliados utilizaram diferentes tipos de amostras, como tecidos
tumorais, presentes em 66,7% (12/18) dos artigos avaliados, os fluidos corporais, em
16,7% (3/18) e em ambos (tecidos e fluidos) em 16,67% (3/18) dos artigos. Dentre as
amostras de fluidos, 33,33% dos estudos analisavam plasma (6/18); 11,11% escarro
(2/18) e 5,55% de urina (1/18). Além disso, informacdes de bases de dado para validacdo
e identificagdo de genes para estudo foram utilizadas por 61,11% (11/18), entre elas: Atlas
do Genoma do Cancer (TCGA) em 44,4% (8/18); Gene Expression Omnibus (GEO),
Genomic Data Commons (GDC), Cancer Genomics Browser e MethHC em 5,55% (1/18)
cada uma (tabela 1).

Uma grande variedade de genes esta associada ao desenvolvimento do cancer de
pulméo de células ndo pequenas. Os genes onde a metilacdo foi avaliada com mais
frequéncia foram o HOXA7% 1% 20 presente em 16,7% (3/18) dos artigos, seguido por
SOX17, TAC1, CDO1, ZFP42, HOXA9' 20 presentes em 11,11% (2/18) dos artigos,
assim como o PRKCB*® %, com a mesma porcentagem. O LINE1, que é um elemento
transponivel, também foi visto com maior freqlencia, em 11,11% dos artigos (2/18). Em
15 artigos, o local de investigacdo da metilacdo ocorreu na regido promotora dos genes,
sendo que em um desses, além da regido promotora, foram utilizadas também sondas
CpG no gene inteiro e na regidio ndo codificante 3°’UTRY’, enquanto outro analisou
também os acentuadores além dos promotores®. Apenas os artigos de Ruochuan Zang et
al’® e Andrea Imperatori et al®? nio especificaram a regido analisada (tabelal).

Dentro dos estudos, 50% (9/18) dos artigos investigaram se a analise conjunta da
metilacdo de diferentes genes e outros fatores poderia ampliar a capacidade de atuagéo
deles, e 8 estudos encontraram que essa associacdo gerou resultados superiores. No
trabalho de Alicia Hulber et al*®, a juncdo dos genes que tiveram a melhor performance
no plasma (CDO1, TAC1 e SOX17) e no escarro (TAC1, HOXA7 e SOX17) mostraram
resultados melhores em relacéo a sua analise individual. De maneira analoga, o estudo de
Bin Liu et al®® observou que quando pelos trés genes estavam metilados simultaneamente
no plasma e na urina, a habilidade preditiva foi melhor tanto para diagnostico quanto para
analise de risco (CDO1, TAC1 e SOX17). Lukas Vrba et al*®e Shunlin Liu et al®® também
investigaram em seus estudos a aplicacdo de um painel de diferentes genes, e o primeiro
observou que grupos de 5 dos 10 genes incluidos possuiam melhor capacidade
diagnostica em relacdo aos genes individuais, mesmo resultado observado pelo segundo
realizando a analise em conjunto dos genes SFRP1, SFRP2, PRKCB E WIF1. Ruochuan
Zang et al?® estudou os niveis de IDH1 junto da metilacdo dos genes SHOX2 e PTGER4
e obteve sensibilidade, especificidade e acuracia maiores em relacdo a analise desses
parametros de forma independente. Dois desses artigos encontraram resultados positivos
com a juncdo de dois genes, tendo R. F. H. Walter et al*® visto grande capacidade
diagnostica na analise da metilacdo de LINE1 e RARB ou LINE1 e RASSF1, enquanto Jae-
Won Cho et al®® obteve bons resultados da associagdo entre CYTIP e TNFSF8. De modo
diferente, Sipeng Shen et al* encontrou resultados superiores com a integracéo da analise
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da metilacdo com a expressdo do gene investigagdo e as caracteristicas clinicas dos
pacientes.

Dentre os tipos de tumor, 100% dos artigos possuiam pacientes com um dos dois
principais tipos: adenocarcinoma (AC) e carcinoma de células escamosas (CPCE). Um
total de 27,77% (5/18) dos estudos continham outros tipos de cancer de pulmao de células
ndo pequenas, sendo eles: 11,11% adenoescamoso (2/18), 5,55% (1/18) carcinoma de
grandes células, 5,55% (1/18) com uma amostra indiferenciada e 11,11% (2/18) com o0s
outros tipos ndo especificados (tabela 1). Baseando-se nessas informagdes, 72,22%
(13/18) dos estudos fizeram a relagdo do tipo histoldgico com a metilagdo encontrada no
gene de interesse. Dessa investigacdo, apenas 27,78% (5/18) encontraram diferencas
entre o0s tipos, sendo que em apenas trés deles esses resultados se mostraram
significativos. Shuye Lin et al** observou que o gene MUC22 apresentou niveis
moderados e elevados de metilacdo nos tecidos de CPCE, mas, de forma contréria, foi
vista a hipometilagdo nos tecidos de AC (P<0.001). Ruochuan Zang et al?® encontrou no
seu estudo que a andlise do painel de biomarcadores mostrou melhor habilidade
diagnostica em canceres que ndo eram CPCE em relacgdo a analise individual de PTGER4
(p = 0.0034) e IDH1 (p < 0.0001). No trabalho de R. F. H. Walter et al®®, os niveis de
metilacdo nos genes observados conseguiram separar os subtipos do cancer de pulméo
entre si, exceto o CPCE, com uma taxa de falha de 51%.

Considerando as principais caracteristicas clinicas, em 44,44% (8/18) deles havia
amostras de pacientes de todos 0s quatro estagios do cancer, em 16,66% (3/18) havia
amostras de apenas os trés primeiros estagios, sendo eles Yao Dong et al??, Showkat A.
Malik et al®* e Shuya Lin et al®>. No artigo de Alicia Hulber et al*®, foram vistos apenas
os estagios | e 1l. Apenas o estudo de Sipeng Shen et al®? utilizou pacientes
exclusivamente no estagio I. Os estudos de Jing LI et al?, Ruochuan Zang et al®® e Jae-
Won Cho et al*® ndo forneceram essa informagao, representando 16,67% (3/18) do total.
Tendo em vista esses dados, 61,11% (11/18) 16-21.23.25.28,29. 31 qog estudos relacionou a
metilagdo com o estigio, e apenas 16,67% (3/18)'% 2% 28 encontraram resultados
significativos. Lukas Vrba et al'® observou que em estagios mais avancados, o nivel de
metilagdo encontrado era mais alto (p=0.02). De forma similar, Bin Liu et al*® observou
no gene HOXA7, em amostras de plasma e urina, porcentagens de metilacdo mais altas
nos estagios Il e IV, em comparacéo a | e Il (p < 0.05) e a analise individual de genes
teve também sensibilidade maior em estagios mais tardios no plasma (65% a 100%) e
sensibilidade e especificidade maiores na urina (63% a 96%). Ruochuan Zang et al®®
encontrou que em estagios mais avangados, a metilacdo de SHOX2 e PTGER4 possuia
habilidade discriminatéria melhor que o nivel de IDH1 (p < 0.0001).

Levando em conta o sexo dos pacientes, 77,7% (14/18)6-24 26,27, 2931 fizaram
analises para relacionar a metilacdo entre homens e mulheres, mas nenhum deles
encontrou significancia. Considerando as idades dos pacientes dos estudos, 72,22%
(13/18)16-23.26,27.29-31 (a|es tentaram estabelecer relacéo entre a idade e a metilagdo, sendo
que os unicos a encontrar diferenca significativa foram os artigos de R. F. H. Walter et
al®, que descobriu uma correlagdo inversa entre os niveis de metilagdo no gene RASSF1
e a idade (p = 0.0015) e Wen-Bin Liu ei al?® que observou frequéncia de metilagio maior
nos tecidos em pacientes mais velhos (p <0.05) , mas essas observacdes ndo impactaram
0s seus potenciais de utilizacdo. Em relagéo ao uso do cigarro, 66,66% (12/18) dos artigos
correlacionaram esse aspecto com a metilagdo observada, tendo trés deles observado
diferencas significativas?® 2> 32, Yao Dong et al*! percebeu niveis maiores de metilacio
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no FBP1 nos tecidos de fumantes (p<0.001). Showkat A. Malik et al3, de modo similar,
também observou maior frequéncia de hipermetilacdo em fumantes em relacdo a ndo
fumantes nos genes LATS1 (p=0.013) e LATS2 (p=0.005). Enquanto isso, Andrea
Imperatori et al*? encontrou a hipometilagdo do LINE1 exclusivamente em fumantes com
CPCNP (p =0.003).

Outras caracteristicas observadas incluiam: etnia, que foi observada por Bin Liu
et al’®, mas sem resultados com significancia estatistica; tamanho do tumor, considerada
significativa por Showkat A. Malik et al?®, com a hipermetilagdo do LATS2 sendo mais
frequente em tumores maiores (p = 0.038); a utilizacdo de terapia adjuvante pelos
pacientes, onde Sipeng Shen et al*! observou que a analise integrada da metilagdo teve
resultados melhores naqueles que receberam terapia adjuvante (p=0.006); e presenca de
metastase linfonodal, avaliada por Showkat A. Malik et al?®, onde a hipermetilagdo do
LATS2 estava relacionada a presenca de metastase (p = 0.011), Lin Ye et al?®®, que
observou que a presenca da metilacdo se relacionava a presenca da metastase (p=0.0345)
e R. F. H. Walter et al®®, ndo tendo este Gltimo encontrado uma relagdo com significancia.

Tabela 1. Autor, ano, local de publicacdo, tipo de amostra, populacéo, tipos histoldgicos de CPCNP
incluidos, métodos de analise da metilagdo do DNA e objetivo

Referéncias Amostra Populagéo hi T'F,)o. Métodos Obijetivo
istol6gico
n=210
Homens= 63
Alicia doentes e 33 . o
Hulber et controles ACn=121 Methylation on I\{I~etllagao da
Al Plasma Mulheres=87  CPCE n= 26 bea@s (MOB) regido promotora
Estados eSCAITo é doentese 27  Adenoescam otlmlzaQO _ de SOX17
Unidos tecidos controlles_ 0so n=3 P(;R guantltat[vg TAC1, HOXA7Y,
(2017) Idade média metilacfo-especifica CDOL, ZFP42 e
casos= 68 (gMSP) HOXA9
Idade média
controles= 63
Sofia n=139
Mastoraki et Homens n= AC n=28* EZ DNA Methylation
17 . 34* CPCE : —
al Tecidos, _ o Gold Kit Metilacdo na
. Mulheres n= n=19 oo ix
Grecia plasma, o Indiferencia PCR,rr?etlla(;ao— regido promotora
(2020) TCGA Idade média n= do n= 1% espec!flga (MSP) do KMT2C
61 otimizado
Federico Pio
Fabrizio et . n=59 —
Al Tecidos Homens n=50 ACn=34 Epitect Bisulfite Kit I\{I~et|Ia9a0 na
Italia FFPE, Mulhereg n= 9 CPCENn=25 qMSP regido promotora
(2020) TCGA Idade média = do SPARC
67,7+8,4
Lukas Vrba Horrlw_e?l?— 5
et al'® doentes e_16 EZ DNA Metilagdo da
Estados Plasma, controles ACn=15 Methylation Gold regido promotora
Unidos GEO Mulheres= 12 CPCENn=3 Kit de um grupo de
(2019) gPCR 10 marcadores

doentes e 31
controles



Bin Liu et
a|20
Estados
Unidos
(2020)

Yao Dong et
a|21
China
(2018)

Jing L1 et
a|22
China
(2022)

Showkat A.
Malik et al?®
India
(2017)

Shuye Lin et
a|24
China
(2021)

Shunlin Liu
et al®®
China
(2019)

Lin Ye et
a|26
China
(2018)

Plasma e
urina

Tecidos

Tecidos,
TCGA

Tecidos,
TCGA

Tecidos

Tecidos
FPPE,
TCGA,
Cancer
Genomics
Browser

Tecidos,
MethHC

Idade média
casos= 70
Idade média
controles= 48
n=101
Homens= 34
doentes e 18
controles
Mulheres= 40
doentese 9
controles
Idade média =
64

n= 107
Homens n= 90
Mulheres n=
17
Idade média =
59,6+8,3

n= 44
Homens n=21
Mulheres n=23
Idade média =

62,91+9,05

n= 69
Homens n=43
Mulheres n=26
Idade = 57,80

+ 10,97

n=48
Homens n=33
Mulheres n=
15
Idade =
60,38+12,19

n=111
Homens n=73
Mulheres n=
38
Idade= 63,59 *
10,19

n= 54
Homens n=53
Mulheres n=11
Idade média=

50-74 anos

AC n=65
CPCEN=9

ACn=37
CPCENn=70

AC n=32
CPCE n=12

AC e outros
n=26
CPCE n=143

ACn=24
CPCEn=24

AC n=69
CPCE n=42

ACn=24
CPCE n=27
Adenoescam

0so n=3

MOB otimizado

qMSP

Conversdo com
bissulfito
Pirosequenciamento

EZ DNA Methylation
Gold Kit
gMSP

EZ DNA Methylation
Gold Kit
MSP

EZ DNA Methylation
Kit
gMSP

EZ DNA Methylation
Gold Kit
gMSP

EZ DNA Methylation
gold Kit
MSP

14

Metilagdo na
regido promotora
de SOX17
TAC1, HOXA7,
CDO1, ZFP42 e
HOXA9

Metilagdo na
regido promotora
do FBP1

Metilacdo na
regido promotora
de PRKCDBP

Metilacdo na
regido promotora
de LATS1e
LATS2

Metilacéo na
regido promotora
de MUC22

Metilacéo na
regido promotora
de SFRP1,
SFRP2, WIF1e
PRKCB

Metilacdo na
regido promotora
de IFR8



Maria
Villalba et
a|27
Espanha
(2019)

Ruochuan
Zang et al*®
China
(2019)

Wen-Bin Liu
et al®®
China
(2018)

R. F. H.
Walter et al®®
Estados
Unidos
(2018)

Sipeng Shen
et al®!
Estados
Unidos
(2018)

Andrea
Imperatori et
a|32
Italia
(2017)

Jae-Won
Choet al®
Coreia
(2020)

Tecidos,
TGCA

Plasma

Tecidos,
plasma,
escarro,
TCGA

Tecidos
FFPE
TCGA

Tecidos,
GDC

Tecidos
FFPE

Tecidos
frescos e
FFPE

n= 444
Homens n=
254
Mulheres n=
190
Idade= 65

n= 221
Homens n=102
Mulheres
n=119
<60 anos
n=164
>60 n= 57

n= 155
Homens n= 38
Mulheres n=
13
> 60 anos n=
18
<60 anos n= 33

n= 138
Mulheres n=
64+
Homens n= 47+
Idade = 61,9

n= 1230
Homens n=
678
Mulheres n=
552
Idade = 66,47

n= 167
Homens n= 15
Mulheres n=
32
Idade média=
66
n=74
Homens n=45
Mulheres n=
20
Idade média=
64 ¢ 65°

AC n= 322
CPCE n=
122

AC n=112
CPCENn=19

AC n=22
CPCENn=24
Qutros n=5

AC n=23
CPCE n=15
Células
grandes n=
19

ACn=824
CPCEn=
406

AC n=100
CPCE n=67

AC n=148
CPCE n=26

EZ-96 DNA

Methylation-

Lightning Kit
Pirosequenciamento

Plasma Prepara-
tion Kit
gPCR
ELISA

EZ DNA Methylation
Gold Kit
MSP

EpiTect Bisulfite Kit
Pirosequenciamento

Infinium Human
Methylation 450
BeadChip

EZ DNA Methylation
Gold Kit
Pirosequenciamento

EZ DNA Methylation
Kit
EZ
DNA Methylation
Lightning Kit
Pirosequenciamento

15

Metilacéo na
regido promotora
de TMPRSS4 e
DDR1

Metilacdo de
SHOX2, PTGR4
e niveis de IDH1

Metilacdo na
regido promotora
de TMEM196

Metilacdo na
regido promotora
em APC, CDH1,

CDKN2A,
EFEMPL, FHIT,
LINE1, MGMT,
PTEN, RARB e

RASSF1

Metilacéo da
regido
promotora, corpo
do gene e 3°’UTR
de BTG2

Metilacéo de
LINE1

Metilacéo de
acentuadores de
MHC-Il e
promotores de
CYTIP e
TNFSF8

*Informacdes clinicas ndo estavam disponiveis para todos o0s pacientes

+Apenas 51 tinham as caracteristicas dos pacientes disponiveis

{Informacdo baseada apenas nos pacientes com cancer

8Amostras foram divididas em dois grupos
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DISCUSSAO

Como método diagndstico, a metilacdo do DNA ja vem sendo investigada h anos
e seus resultados foram reportados nos artigos avaliados nesta revisdo. Dois estudos
investigaram a aplicacdo do mesmo painel de genes como um método de bidpsia liquida:
o primeiro avaliando em amostras de plasma e escarro’® e o segundo no plasma e na
urina®®. As observacdes feitas por eles foram similares, sendo descoberto que a
combinagdo de trés genes com melhores resultados individuais, gerava resultados
superiores tanto no plasma (CDO1, TAC1 e SOX17), com sensibilidade de 93%,
especificidade de 62%, quanto no escarro (CDO1, HOXA7 e SOX17), com sensibilidade
de 98%, especificidade de 71%*°. De forma similar, a juncéo de trés genes dentre CDO1,
TAC1, HOXA9 e SOX17 que estivessem positivamente metilados no plasma e na urina,
possuiam sensibilidade de 73% e especificidade 92%2°. Esses resultados afirmam
observagdes ja realizadas anteriormente, onde o CDO1%* %, gene codificador do
aminoécido cisteina que funciona mantendo a integridade de proteinas®®, TAC1*, que age
na codificacdo de peptideos que atuam em respostas inflamatorias®’, e SOX17%%, que
codifica fatores de transcricao responsaveis por crescimento celular®, foram identificados
como metilados anormalmente no cancer de pulméo, demonstrando seu potencial de
aplicacdo como biomarcador diagnostico.

O gene HOXA9, que ja foi evidenciado como tendo participacdo na proliferacédo e
diferenciac&o celular no cancer“, apesar de incluido por ambos os estudos e apresentar a
metilagdo alterada no plasma'® 2°, urina® e escarro®, a sua analise nas amostras de
escarro ndo obteve resultado diagnoéstico satisfatorio quando analisado individualmente,
0 que ja havia sido observado anteriormente*®!, sugerindo que mesmo estando
hipermetilado no epitélio pulmonar, essa diferenca no escarro ndo é tdo especifica para
deteccdo do cancer de pulmé&o. Esses dois estudos se aproximam em outro aspecto, pois
ambos utilizaram o método MOB de forma otimizada, que permite uma analise mais
sensivel da metilagdo do DNA se comparado a métodos de PCR, por diminuir a perda de
amostras, probabilidade de contaminacdo ou erro analitico®’. Apesar disso, 0s autores
apontam a necessidade de estudos maiores para validar seus resultados.

Também foram realizados estudos considerando mais de um gene por Lukas Vrba
et al*® e Shunlin Liu et al?®, onde o trabalho do primeiro grupo testou um grupo com 10
diferentes marcadores metilados no plasma, e descobriu que a combinacéo de 5 deles de
forma variada apresentou resultados melhores que os genes individuais. Porém, devido a
quantidade de amostras ser relativamente pequena, nao foi possivel definir o grupo de 5
marcadores final, estabelecendo a necessidade de mais estudos para sua validacgéo.

A juncdo de SFRP1, SFRP2, WIF1 e PRKCB?* mostrou bom potencial, com
sensibilidade de 70,3% e especificidade de 73,9%, afirmando resultados anteriores
utilizando esses genes de forma individual®® ** 4> e demonstrando como essa capacidade
pode ser potencializada ao se analisar mais de um gene simultaneamente. Apesar do gene
PRKCB, que participa na inducdo de apoptose e proliferecdo celular, ter sido também um
dos genes incluidos no painel de Lukas Vrba et al*°, no trabalho de Shin Liu et al?® foram
utilizadas apenas amostras de tecidos tumorais, sendo necessaria realizacdo dessa
investigacdo em amostras de fluidos para validar a sua funcdo como biopsia liquida. Isso
também foi observado no gene SPARC*8, com a metilagdo em tecidos tendo apresentado
sensibilidade de 61%, especificidade de 100%, deixando a necessidade de comparar esses
resultados com amostras de fluidos.
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No painel de genes usando amostras de tecidos, a combinagdo de LINE1 com
RASSF1 ou RARB apresentou grande potencial como biomarcador diagndstico, com
sensibilidade e especificidade chegando até 91% e 100% respectivamente®’. Nesse estudo
foi utilizada arvore de classificacdo e regressdo (CART) para tentar diferenciar os
subtipos do cancer, onde o RASSF1 individualmente mostrou boa capacidade para
discriminar entre CPCNP e CPPC, mas ndo entre AC e CPCE, e LINEL teve capacidade
melhor para diferenciar entre AC e ndo doentes, mostrando menor habilidade em
diferenciar CPCE dos outros tipos. Vale ressaltar que, apesar de terem sido vistas essas
diferencas entre os tipos?® 3°, elas ndo impediram os genes estudados de diferenciar entre
CPCNP e pacientes ndo doentes.

A investigacdo do MUC222* descreveu resultados diferentes dos demais, onde foi
observado que a metilacdo deste se encontrava em niveis maiores no AC, mas ndo no
CPCE (p<0.001), o que fornece a esse biomarcador capacidade de ser utilizado como
diagndstico diferencial entre os tipos de cancer de pulm&o de células ndo pequenas®.
Esse gene faz parte do grupo das mucinas, que ja vinham tendo sua regulacdo epigenética
descrita como fator relacionado ao processo neoplasico*® 448, reafirmando o potencial
de utilizagéo desse gene.

A combinacdo da metilagdo com outros fatores, como a expressdo do gene,
também foi testada. O SHOX2 e PTGER4, genes ja descritos como biomarcadores do
cancer de pulmé&o e sendo os Unicos utilizados na pratica clinica4, foram analisados junto
aos niveis de expressdao IDH1 no plasma, mostrando que a combinacdo dos trés
parametros apresentou capacidade diagndstica superior em relacdo a avaliacéo individual
desses genes, sensibilidade de 80% e especificidade de 87,5%%%.

O gene PRKCDBP resultou em sensibilidade e especificidade de 59,9% e 77,2%,
respectivamente, quando avaliado no ambito do diagndstico??>. Embora tenha observado
diferenca nos niveis entre os sexos, com as mulheres obtendo especificidade levemente
elevada, esse aspecto ndo representou significancia no resultado. O mesmo ocorreu
analisando a metilacdo no gene TMEM196, ndo apenas em amostras de tecidos, mas
também plasma e escarro, onde foi vista uma tendéncia a niveis de metilacdo maiores em
mulheres, mas sem que isso interferisse no potencial diagndstico?®. Apesar de nenhum
artigo presente nessa revisdo ter apontado o sexo como sendo significativo, ha estudo
realizados anteriormente que descrevem relacdo entre esses fatores tanto no cancer de
pulm&o?® %° quanto em outros canceres 5% 5253,

O RASSF1 ja foi descrito como tendo niveis de metilacdo mais elevados no sexo
masculino, o que nio foi observado por R. F. H. Walter et al*® nesta revisdo. Entretanto,
0 primeiro estudo apresenta propor¢do entre amostras de homens de mulheres menos
equilibrada, tornando-se interessante investigar a fundo, com amostras mais semelhantes
entre si, a possivel relacdo entre a metilacdo nos genes com o sexo, para concluir se eles
podem ser aplicados como um biomarcador.

Para além de métodos diagnosticos, a metilagdo do DNA também é muito
investigada como possivel fator progndstico em diferentes canceres!® 45545556 Alguns
dos artigos apresentaram potencial dos genes estudados como biomarcadores com
aplicagdo tanto diagndstica quanto prognostica!®2°, sendo que apenas um deles encontrou
potencial prognostico, com a metilagdo no gene SPARC!® sendo associada a maior risco
de mortalidade (Razéo de Risco (HR)= 1.46; 95% CI: 1.07-2.00; p = 0.018). LINEL, que
ja havia sido aplicado como biomarcador diagndstico em um painel genético por outro
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estudo®, foi investigado individualmente como progndstico®, encontrando que niveis
mais baixos de metilagdo se relacionavam a pior progressao da doenca (HR=1.98 1.09—
3.58 0.025).

Além disso, vale salientar que esse estudo descobriu uma relacdo entre o habito
de fumar e o nivel de metilacdo de LINE1, onde as amostras consideradas hipometiladas
(metilacdo <58%) eram exclusivamente de pacientes fumantes. Essa associagéo foi vista
ainda por mais dois estudos, que encontraram aumento na metilagdo em amostras de
fumantes no FBP1 (p<0.001)?%, LATS1 (p=0.0013)%% e LATS2 (p=0.0011)?*. O uso do
cigarro é um dos fatores mais bem relacionados ao surgimento do cancer de pulméo®’, e
ja foi observado como elemento capaz alterar a metilacdo do DNA em células do
pulmio®® %, tornando necessario que pesquisas sobre o assunto deem atencdo a esse
aspecto, utilizando numero satisfatério de amostras que sejam semelhantes entre si e
comparando especificamente se 0 habito de fumar pode influenciar nos resultados.

O gene IFR8%, concordando com estudos realizados previamente®®, mostrou
também relacdo entre seu status de metilacdo do DNA e menor chance de sobrevivéncia
dos pacientes (p=0.02705), além de trazer o diferencial de mostrar associacdo entre a
metilacdo do IFR8 e a presenca de metastase linfonodal (p=0.034525), tornando-se alvo
interessante para realizacdo de pesquisas acerca da sua utilizagdo como um biomarcador
na descoberta de metastases ocultas. O KMT2C!” também apresentou resultados que
apontam potencial divergente dos demais, pois, tendo separado 0s pacientes em grupos
de tumores operaveis e inoperaveis, foi observada a habilidade dos niveis elevados de
metilacdo de atuarem como fator de previsdo de sobrevida livre de progressdo
(HR:0.431,95% CI: 0.239-0.779, p=0.005) e sobrevida geral (HR: 0.306, 95% CI: 0.173—
0.541, p <0.001), em amostras de plasma em pacientes inoperaveis, 0 que nao havia sido
observado em nenhum estudo anteriormente, e deve ser investigado mais a fundo para
confirmacéo dos resultados.

Foi testada a associacdo entre 0 TMPRSS4 e o DDR1, que havia sido descrito
como possivel ator no processo neoplasico®® %2, onde o resultado néo foi significativo,
mostrando que a hipometilacdo DDR1 individualmente é superior como biomarcador
progndstico em relacdo a sobrevida livre de doenca (p = 0.016)%’. De forma distinta, a
metilagio do DNA do BTG2% associada ao nivel de expressdo desse gene e as
caracteristicas dos pacientes demonstraram melhor habilidade como biomarcador
prognostico (HR = 2.80, 95% CI 1.96-4.28) se comparado a metilacao individualmente,
agregando valor a estudos ja realizados com 0 BTG2 isolado®®*. Curiosamente, diferente
dos demais artigos, esses resultados encontrados ndo foram vistos analisando a regido
promotora do gene, e sim outras regides e na regido 3’UTR. Também foram analisadas
outras regides nos genes MHC-II, CYTIP e TNSFS8%, mas diferentemente do BTG23,
apenas a metilacdo na regido promotora foi identificada como possivel biomarcador.

A maioria dos estudos sobre biomarcadores foca na regido promotora do gene,
que é onde ocorre a metilagdo com mais frequéncia, entretanto, ja foram observados
resultados com valor clinico em outras regifes que sdo menos exploradas, como 0s
acetuadores e éxons, em que sua metilacdo participa de processos relacionados ao
surgimento de doencas®®, sendo assim interessante que pesquisas sejam realizadas
considerando esse aspecto. A metilacdo da regido promotora de CYTIP e TNSFS8
mostrou n@o apenas potencial em predizer 0s pacientes que responderiam ao tratamento
com anti-PD-1, com valor preditivo positivo (VPP) de 70% e valor preditivo negativo
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(VPN) de 69%, mas também em predizer a progressédo da doenca, com a hipometilagéo
de ambos estando relacionada a maior chance de sobrevida livre de progresséo
(p=0.0044) e sobrevida geral (p=0.0043). A utilizacdo da metilacdo relacionada a resposta
ao anti-PD-1 ja vem sendo investigada em outros canceres °® 67, mas ha a necessidade de
avaliar esses genes descobertos para 0 CPCNP com maior nimero de amostras e métodos
mais especificos, como o gMSP ou pirosequenciamento, para validar esses resultados.

Fatores como etnia e pais de origem, apesar de ndo terem sido considerados pelos
estudos, ja foram descritos como agentes que podem influenciar na metilagdo do DNA®:
69. 70 tanto através da hereditariedade quanto da exposi¢do ao ambiente. Com isso em
mente, estudos que visem investigar a metilagdo do DNA como biomarcador no CPCNP
poderiam encontrar resultados ainda mais significativos através de estudos multicéntricos
que incluissem em suas pesquisas diferentes grupos étnicos e variados paises de origem,
para ter a capacidade de afirmar se o seu resultado pode ser aplicado de forma mais
abrangente para a populacdo geral, ou se possui aplicagdio melhor em grupos
populacionais especificos.

A idade, apesar de considerada pelos estudos, ndo se apresentou como um fator
de interferéncia nos seus resultados, possivelmente devido ao fato das amostras serem
mais equivalentes entre si nesse aspecto, de forma que todos os estudos apontam a idade
média perto dos 60 a 70 anos. Essa caracteristica é coerente com o fato de que a maioria
dos casos de cancer de pulméo é diagnosticado nessa idade’. Entretanto, é vantajoso
realizar a andlise da metilacdo nas variadas faixas etarias em subgrupos e comparando
seus resultados, pois a confirmacdo de que o biomarcador utilizado € capaz de diferenciar
entre doentes e ndo doentes, independentemente da idade, reafirma o seu valor clinico.

Isso vale também para os outros fatores que possam interferir na metilacdo, como
sexo®L 52535455 & yso do cigarro®” 8 5%, demonstrando a necessidade de que pesquisas
nessa area sejam realizadas com grande quantidade de amostras mais pareadas possiveis,
permitindo a analise relacionando a metilacéo e esses subgrupos especificos de modo a
garantir a validade do resultado obtido de forma ampla e definitiva. Junto a isso, mesmo
a metilacdo do DNA analisada individualmente ter mostrado seu potencial clinico, foi
visto que a investigacdo conjunta da metilacdo em diferentes genes ou sendo associada
com outros fatores como a expressdo do gene, permite incrementar o seu poder de
utilizacdo como biomarcador, apontando uma vantagem em direcionar pesquisas para
criacdo de painéis genéticos e integrar alteracGes na metilacdo com outros aspectos para
chegar ao melhor resultado possivel. Esta revisao, como todo estudo cientifico, ndo esteve
livre de limitacGes, considerando que nao foi realizada por pares.

CONCLUSAO

A metilacdo do DNA apresenta potencial como biomarcador no cancer de pulméo
de células ndo pequenas, principalmente quando analisada em grupos de genes ou
integrada a outros fatores genéticos, mas ainda sdo necessarios estudos mais abrangentes
e bem delimitados para validar os achados e definir biomarcadores precisos e eficazes
que possam ser utilizados de forma abrangente na pratica clinica.
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