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RESUMO 

O câncer de pulmão é um dos mais frequentes e com mais alta taxa de mortalidade, 

sendo o de células não pequenas o de maior incidência. O baixo índice de sobrevivência 

dos indivíduos acometidos se deve principalmente ao fato de ser uma doença silenciosa, 

implicando na sua descoberta tardia. A metilação do DNA é estudada como fator 

integrante do processo neoplásico, surgindo, então, a possibilidade de ser utilizada como 

biomarcador capaz de auxiliar na investigação e acompanhamento dessa patologia. 

Objetivo: revisar sistematicamente a literatura a fim de avaliar a utilização da metilação 

do DNA no câncer de pulmão de células não pequenas na prática clínica. Método: 

realizada busca de artigos nas bases de dados PubMed, SciELO e LILACS para 

elaboração de revisão sistemática seguindo o protocolo PRISMA. Resultados: foram 

selecionados 18 artigos que investigaram e sugeriram a utilização da metilação do DNA 

de variados genes como biomarcadores de diagnóstico e prognóstico, relacionando os 

achados às características clínico-patológicas das amostras. Conclusão: a metilação do 

DNA apresenta possível utilização na prática clínica para pacientes com câncer de pulmão 

de células não pequenas que deve ser mais amplamente estudada para aplicação 

definitiva.  

Palavras-chave: metilação do DNA, câncer de pulmão de células não pequenas, 

biomarcadores, epigenética.  
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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 
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INTRODUÇÃO 

De acordo com dados da Organização Mundial da Saúde (OMS), o câncer de 

pulmão é o segundo processo neoplásico que mais acomete indivíduos por ano, tendo 

representado em 2020 cerca de 11,4% de todos os casos1. Com uma alta taxa de 

mortalidade, esse tipo de câncer ocupa o primeiro lugar em números de morte advindas 

da doença em homens e segunda causa nas mulheres, atrás apenas do câncer de mama2,3.  

O câncer de pulmão pode ser dividido entre o de células pequenas (CPPC) e 

células não-pequenas (CPCNP), sendo o último responsável por cerca de 85% das 

ocorrências1. O CPPC representa apenas 15% dos casos de câncer e acredita-se que se 

origine de células neuroendócrinas4. Esse tipo de câncer se diferencia do CPCNP pelo 

fato de crescer e se espalhar mais rápido e com maiores chances de metástase, além de 

estar mais comumente associado ao uso do cigarro5. O CPCNP possui diferentes subtipos, 

entre eles os adenocarcinomas, originados de células secretoras e mais frequente em ex-

fumantes e não fumantes, carcinomas de células escamosas, que recebe o nome da sua 

origem, e carcinoma de grandes células, que se assemelha ao CPPC por ter avanço 

rápido6. Dentre esses subtipos, os adenocarcinomas (AC), e os carcinomas de células 

escamosas são os mais comuns (CPCE)7.  

A maioria dos casos dessa patologia é diagnosticada apenas nos estágios mais 

avançados da doença, o que torna o prognóstico desfavorável. O diagnóstico é realizado 

através de exames de imagem como radiografia e PET-CT, broncoscopia e biópsia, que 

é um procedimento cirúrgico para retirada de fragmentos do tecido tumoral. Devido a 

isso, descobrir um diagnóstico preciso, precoce e menos invasivo representaria um grande 

auxílio no processo do câncer de pulmão8. Nesse quesito, está sendo estudado cada vez 

mais o grande potencial da epigenética para auxiliar em diferentes aspectos do processo 

dessa doença.  

A epigenética é uma área da ciência que estuda as mudanças reversíveis no DNA, 

que não alteram sua sequência. As marcas epigenéticas funcionam fornecendo às células 

um sistema de sinalização dinâmico que atua na regulação da expressão dos genes e ajuste 

da replicação e reparo do DNA9,10. A modificação desregulada do DNA pelas alterações 

epigenéticas podem ter resultados patológicos, como o câncer11.     

Os três principais mecanismos epigenéticos são a modificação de histonas, 

regulação por RNA não codificante e metilação do DNA. A metilação do DNA nas ilhas 

CpG é o mecanismo epigenético mais bem caracterizado de um fenômeno crítico na 

manutenção da integridade genética e regulação das transcrições. A maioria dessas ilhas 

está metilada naturalmente, mas as alterações anormais nessa metilação estão associadas 

ao silenciamento de genes supressores de tumor e outros genes relacionados ao câncer , 

pois elas impedem o acesso da maquinaria de transcrição ao promotor, impossibilitando 

a expressão normal dos genes12.  

As alterações epigenéticas apresentam a possibilidade de serem utilizadas como 

biomarcadores no câncer, por serem indicadores biológicos capazes de serem 

mensurados, inclusive em diferentes amostras , tando de  fluidos corporais quanto de 

tecidos13. Entretanto, até o momento, um número muito pequeno de biomarcadores 

baseados em epigenética está disponível para uso comercial, sendo apenas um deles para 

o câncer de pulmão14.  Entender e estudar de que formas esse processo pode ser aplicado 

para investigação do processo patológico, sua gravidade ou resposta a tratamentos é 
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essencial para apresentar definitivamente a sua aplicação como uma alternativa ou análise 

complementar aos atuais procedimentos padrão para análise do câncer. Diante o exposto, 

esse trabalho de revisão sistemática visa avaliar o processo de metilação nos principais 

tipos de câncer de pulmão de células não pequenas, considerando a prática clínica.  

 

MÉTODOS 

O trabalho foi realizado seguindo as etapas do formato de revisão sistemática. Para 

a construção da pergunta central do trabalho foi aplicada a metodologia PICOs, tendo 

como pergunta “Como a metilação do DNA participa como biomarcador no câncer de 

pulmão de células não pequenas?”. O processo de condução do estudo teve como base o 

Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA)15, 

cumprindo os itens estabelecidos pelo protocolo. 

 Foi realizada uma pesquisa nas bases de dados PubMed, Biblioteca Eletrônica 

Científica Online (SciELO) e Literatura Latino-americana e do Caribe em Ciências da 

Saúde (LILACS), onde foram analisados artigos nas línguas inglesa e portuguesa. Como 

estratégia de busca, foram aplicados nas ferramentas os termos identificados através de 

Descritores em Ciências da Saúde (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 seleção, foram 

aplicados os limites “humans” e “in-the-last-5-years” 

A partir da triagem inicial com a leitura dos títulos e resumos, consideramos como 

critérios de inclusão os artigos de estudos observacionais de caso-controle, coorte, corte 

transversal e experimentais de ensaios clínicos, realizados em humanos, no período de 

2017 a 2022 (5 anos), que possuíssem relação com a metilação do DNA no câncer de 

pulmão de células não pequenas. Nos critérios de exclusão foram desconsiderados artigos 

de revisão sistemática, os que não realizassem uma observação individual da metilação 

do DNA e sua aplicação como biomarcador, aqueles que não fosse possível obter acesso 

ao texto completo, artigos duplicados nas diferentes bases de dados e com alto risco de 

viés.    

Após a realização dessa seleção, foi feita a leitura completa dos textos e foram 

incluídos apenas aqueles que estudassem a metilação do DNA como biomarcador, 

realizassem análises com diferentes tipos de CPCNP e possuíssem informações 

relacionadas às características da população incluída.  

 A análise dos artigos selecionados resultou na extração das informações de 

interesse em relação autoria, ano e local de publicação, amostragem do estudo, métodos 

utilizados, características da população, objetivos e desfecho. A análise de qualidade 

metodológica 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 últimos excluídos.  
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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 

análise do título e resumo, foram selecionados 69 artigos para a leitura completa. 

Aplicando os critérios de inclusão e exclusão previamente estabelecidos, 25 estudos 

foram elegíveis (incluídos) nesta revisão sistemática. Após a análise metodológica 

realizada com base nos critérios do Instituto Joanna Briggs, 15 estudos foram 

considerados como tendo baixo risco de viés, 3 receberam a classificação de médio risco 

e 7 foram excluídos por demonstrarem alto risco de viés. Essa seleção está representada 

no fluxograma do PRISMA. 

 

Fluxograma do PRISMA com os passos para a seleção dos artigos 
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investigações quanto à metilação do DNA no câncer e sua possível aplicação. Dentre eles, 

55,5% verificaram a metilação como biomarcador diagnóstico16, 18, 19, 20, 22, 24, 25, 26-28, e a 

mesma porcentagem investigou sua aplicação como fator prognóstico17, 18, 19, 23, 25-27, 31-33, 

destacando o estudo de Jae-Won Cho et al33, que observou mais especificamente a 

metilação como um biomarcador de progressão da doença em relação a resposta a 

tratamento com anti-PD-1. A tabela 1 mostra as características dos estudos incluídos. 

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, informações de bases de dado para validação 

e identificação de genes para estudo foram utilizadas por 61,11% (11/18), entre elas: Atlas 

do Genoma do Câncer (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 está associada ao desenvolvimento do câncer de 

pulmão de células não pequenas. Os genes onde a metilação foi avaliada com mais 

frequência foram o HOXA716, 19, 20, presente em 16,7% (3/18) dos artigos, seguido por 

SOX17, TAC1, CDO1, ZFP42, HOXA916, 20, presentes em 11,11% (2/18) dos artigos, 

assim como o PRKCB19, 25, com a mesma porcentagem. O LINE1, que é um elemento 

transponível, também foi visto com maior freqûencia, em 11,11% dos artigos (2/18). Em 

15 artigos, o local de investigação da metilação ocorreu na região promotora dos genes, 

sendo que em um desses, além da região promotora, foram utilizadas também sondas 

CpG no gene inteiro e na região não codificante 3’UTR17, enquanto outro analisou 

também os acentuadores além dos promotores33. Apenas os artigos de Ruochuan Zang et 

al28 e Andrea Imperatori et al32 não especificaram a região analisada (tabela1).  

Dentro dos estudos, 50% (9/18) dos artigos investigaram se a análise conjunta da 

metilação de diferentes genes e outros fatores poderia ampliar a capacidade de atuação 

deles, e 8 estudos encontraram que essa associação gerou resultados superiores. No 

trabalho de Alicia Hulber et al16, a junção dos genes que tiveram a melhor performance 

no plasma (CDO1, TAC1 e SOX17) e no escarro (TAC1, HOXA7 e SOX17) mostraram 

resultados melhores em relação a sua análise individual. De maneira análoga, o estudo de 

Bin Liu et al20 observou que quando pelos três genes estavam metilados simultaneamente 

no plasma e na urina, a habilidade preditiva foi melhor tanto para diagnóstico quanto para 

análise de risco (CDO1, TAC1 e SOX17). Lukas Vrba et al19 e Shunlin Liu et al25 também 

investigaram em seus estudos a aplicação de um painel de diferentes genes, e o primeiro 

observou que grupos de 5 dos 10 genes incluídos possuíam melhor capacidade 

diagnóstica em relação aos genes individuais, mesmo resultado observado pelo segundo 

realizando a análise em conjunto dos genes SFRP1, SFRP2, PRKCB E WIF1. Ruochuan 

Zang et al28 estudou os níveis de IDH1 junto da metilação dos genes SHOX2 e PTGER4 

e obteve sensibilidade, especificidade e acurácia maiores em relação a análise desses 

parâmetros de forma independente. Dois desses artigos encontraram resultados positivos 

com a junção de dois genes, tendo R. F. H. Walter et al30 visto grande capacidade 

diagnóstica na análise da metilação de LINE1 e RARB ou LINE1 e RASSF1, enquanto Jae-

Won Cho et al33 obteve bons resultados da associação entre CYTIP e TNFSF8. De modo 

diferente, Sipeng Shen et al31 encontrou resultados superiores com a integração da análise 
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da metilação com a expressão do gene investigação e as características clínicas dos 

pacientes.  

Dentre os tipos de tumor, 100% dos artigos possuíam 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 câncer de pulmão de células 

não 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 os 

outros tipos não especificados (tabela 1). Baseando-se nessas informações, 72,22% 

(13/18) dos estudos fizeram a relação do tipo histológico com a metilação encontrada no 

gene de interesse. Dessa investigação, apenas 27,78% (5/18) encontraram diferenças 

entre os tipos, sendo que em apenas três deles esses resultados se mostraram 

significativos. Shuye Lin et al24 observou que o gene MUC22 apresentou níveis 

moderados e elevados de metilação nos tecidos de CPCE, mas, de forma contrária, foi 

vista a hipometilação nos tecidos de AC (P<0.001). Ruochuan Zang et al28 encontrou no 

seu estudo que a análise do painel de biomarcadores mostrou melhor habilidade 

diagnóstica em cânceres que não eram CPCE em relação a análise individual de PTGER4 

(p = 0.0034) e IDH1 (p < 0.0001). No trabalho de R. F. H. Walter et al30, os níveis de 

metilação nos genes observados conseguiram separar os subtipos do câncer de pulmão 

entre si, exceto o CPCE, com uma taxa de falha de 51%. 

Considerando as principais características clínicas, em 44,44% (8/18) deles havia 

amostras de pacientes de todos os quatro estágios do câncer, em 16,66% (3/18) havia 

amostras de apenas os três primeiros estágios, sendo eles Yao Dong et al22, Showkat A. 

Malik et al24 e Shuya Lin et al25. No artigo de Alicia Hulber et al16, foram vistos apenas 

os estágios I e II. Apenas o estudo de Sipeng Shen et al32 utilizou pacientes 

exclusivamente no estágio I. Os estudos de Jing LI et al23, Ruochuan Zang et al29 e Jae-

Won Cho et al33 não forneceram essa informação, representando 16,67% (3/18) do total. 

Tendo em vista esses dados, 61,11% (11/18) 16-21, 23, 25, 28, 29, 31 dos estudos relacionou a 

metilação com o estágio, e apenas 16,67% (3/18)19, 20, 28 encontraram resultados 

significativos. Lukas Vrba et al19 observou que em estágios mais avançados, o nível de 

metilação encontrado era mais alto (p=0.02). De forma similar, Bin Liu et al20 observou 

no gene HOXA7, em amostras de plasma e urina, porcentagens de metilação mais altas 

nos estágios III e IV, em comparação a I e II (p < 0.05) e a análise individual de genes 

teve também sensibilidade maior em estágios mais tardios no plasma (65% a 100%) e 

sensibilidade e especificidade maiores na urina (63% a 96%). Ruochuan Zang et al28 

encontrou que em estágios mais avançados, a metilação de SHOX2 e PTGER4 possuía 

habilidade discriminatória melhor que o nível de IDH1 (p < 0.0001).  

Levando em conta o sexo dos pacientes, 77,7% (14/18)16-24, 26, 27, 29-31 fizeram 

análises para relacionar a metilação entre homens e mulheres, mas nenhum deles 

encontrou significância. Considerando as idades dos pacientes dos estudos, 72,22% 

(13/18)16-23, 26, 27, 29-31 deles tentaram estabelecer relação entre a idade e a metilação, sendo 

que os únicos a encontrar diferença significativa foram os artigos de R. F. H. Walter et 

al30, que descobriu uma correlação inversa entre os níveis de metilação no gene RASSF1 

e a idade (p = 0.0015) e Wen-Bin Liu ei al29, que observou frequência de metilação maior 

nos tecidos em pacientes mais velhos (p <0.05) , mas essas observações não impactaram 

os seus potenciais de utilização.  Em relação ao uso do cigarro, 66,66% (12/18) dos artigos 

correlacionaram esse aspecto com a metilação observada, tendo três deles observado 

diferenças significativas21, 23, 32. Yao Dong et al21 percebeu níveis maiores de metilação 
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no FBP1 nos tecidos de fumantes (p<0.001). Showkat A. Malik et al23, de modo similar, 

também observou maior frequência de hipermetilação em fumantes em relação a não 

fumantes nos genes LATS1 (p=0.013) e LATS2 (p=0.005). Enquanto isso, Andrea 

Imperatori et al32 encontrou a hipometilação do LINE1 exclusivamente em fumantes com 

CPCNP (p = 0.003).  

Outras características observadas incluíam: etnia, que foi observada por Bin Liu 

et al20, mas sem resultados com significância estatística; tamanho do tumor, considerada 

significativa por Showkat A. Malik et al23, com a hipermetilação do LATS2 sendo mais 

frequente em tumores maiores (p = 0.038); a utilização de terapia adjuvante pelos 

pacientes, onde Sipeng Shen et al31 observou que a análise integrada da metilação teve 

resultados melhores naqueles que receberam terapia adjuvante (p=0.006);  e presença de 

metástase linfonodal, avaliada por Showkat A. Malik et al23, onde a hipermetilação do 

LATS2 estava relacionada a presença de metástase (p = 0.011), Lin Ye et al26, que 

observou que a presença da metilação se relacionava a presença da metástase (p=0.0345) 

e R. F. H. Walter et al20, não tendo este último encontrado uma relação com significância.  

 

Tabela 1. Autor, ano, local de publicação, tipo de amostra, população, tipos histológicos de CPCNP 

incluídos, métodos de análise da metilação do DNA e objetivo 

Referências Amostra População 
Tipo 

histológico 
Métodos Objetivo 

Alicia 

Hulber et 

al16 

Estados 

Unidos 

(2017) 

 

Plasma, 

escarro e 

tecidos 

n= 210 

Homens= 63 

doentes e 33 

controles 

Mulheres= 87 

doentes e 27 

controles 

Idade média 

casos= 68 

Idade média 

controles= 63 
 

AC n= 121 

CPCE n= 26 

Adenoescam

oso n= 3 

 

 

Methylation on 

beads (MOB) 

otimizado 

PCR quantitativa 

metilação-específica 

(qMSP) 

Metilação da 

região promotora 

de SOX17   

TAC1, HOXA7, 

CDO1, ZFP42 e 

HOXA9 

Sofia 

Mastoraki et 

al17 

Grecia 

(2020) 

 

 

Tecidos, 

plasma, 

TCGA 

n= 139 

Homens n= 

34* 

Mulheres n= 

6* 

Idade média n= 

61 

 

AC n= 28* 

CPCE 

n=19* 

Indiferencia

do n= 1* 

 

EZ DNA Methylation 

Gold Kit 

PCR metilação-

específica (MSP) 

otimizado 

Metilação na 

região promotora 

do KMT2C 

Federico Pio 

Fabrizio et 

al18 

Italia 

(2020) 

 

Tecidos 
FFPE, 

TCGA 

n= 59 

Homens n= 50 
Mulheres n= 9 

Idade média = 

67,7 ± 8,4 

AC n= 34 
CPCE n= 25 

 

Epitect Bisulfite Kit 
 qMSP 

Metilação na 
região promotora 

do SPARC 

Lukas Vrba 

et al19 

Estados 

Unidos 

(2019) 

 

Plasma, 

GEO 

n= 65 

Homens= 6 

doentes e 16 

controles 

Mulheres= 12 

doentes e 31 

controles 

AC n= 15 

CPCE n= 3 

EZ DNA 

Methylation Gold 

Kit 

qPCR 

Metilação da 

região promotora 

de um grupo de 

10 marcadores 
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Idade média 

casos= 70 

Idade média 

controles= 48 

Bin Liu et 

al20 

Estados 

Unidos 

(2020) 
 

 

Plasma e 

urina 

n=101 

Homens= 34 

doentes e 18 

controles 

Mulheres= 40 

doentes e 9 
controles  

Idade média = 

64 

AC n= 65 

CPCE n= 9 

MOB otimizado 

qMSP 

Metilação na 

região promotora 

de SOX17   

TAC1, HOXA7, 
CDO1, ZFP42 e 

HOXA9 

Yao Dong et 

al21 

China 

(2018) 

 

Tecidos 

n= 107 

Homens n= 90 

Mulheres n= 

17 

Idade média = 

59,6±8,3 

 

 

AC n= 37 

CPCE n= 70 

 

 

 

Conversão com 

bissulfito 

Pirosequenciamento 

Metilação na 

região promotora 

do FBP1 

Jing LI et 
al22 

China 

(2022) 

 

 

Tecidos, 

TCGA 

 

n= 44 

Homens n=21 

Mulheres n=23 

Idade média = 

62,91±9,05 

AC n= 32 

CPCE n=12 

EZ DNA Methylation 

Gold Kit 

qMSP 

Metilação na 

região promotora 

de PRKCDBP 

Showkat A. 

Malik et al23 

India 

(2017) 

 

 

Tecidos, 

TCGA 

n= 69 

Homens n= 43 

Mulheres n=26 

Idade = 57,80 

± 10,97 

AC e outros 

n=26 

CPCE n= 43 

 

EZ DNA Methylation 

Gold Kit 

MSP 

Metilação na 

região promotora 

de LATS1 e 

LATS2 

Shuye Lin et 

al24 

China 

(2021) 

 

 

 

Tecidos 

n= 48 

Homens n=33 

Mulheres n= 

15 

Idade = 

60,38±12,19 

AC n= 24 

CPCE n= 24 

 

EZ DNA Methylation 

Kit 

qMSP 

Metilação na 

região promotora 

de MUC22 

Shunlin Liu 

et al25 

China 

(2019) 
 

Tecidos 

FPPE, 

TCGA, 

Cancer 

Genomics 
Browser 

n= 111 

Homens n= 73 

Mulheres n= 

38 

Idade= 63,59 ± 
10,19 

AC n= 69 

CPCE n= 42 

 

EZ DNA Methylation 

Gold Kit 

qMSP 

Metilação na 

região promotora 

de SFRP1, 

SFRP2, WIF1 e 
PRKCB 

Lin Ye et 

al26 

China 

(2018) 

Tecidos, 

MethHC 

n= 54 

Homens n= 53 

Mulheres n=11 

Idade média= 

50-74 anos 

AC n= 24 

CPCE n= 27 

Adenoescam

oso n= 3 

 

EZ DNA Methylation 

gold Kit 

MSP 

Metilação na 

região promotora 

de IFR8 
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Maria 

Villalba et 

al27 

Espanha 

(2019) 

Tecidos, 

TGCA 

n= 444 

Homens n= 

254 

Mulheres n= 

190 

Idade= 65 

 

AC n= 322 

CPCE n= 

122 

 

EZ-96 DNA 

Methylation-

Lightning Kit 

Pirosequenciamento 

Metilação na 

região promotora 

de TMPRSS4 e 

DDR1 

Ruochuan 

Zang et al28 

China 
(2019) 

Plasma 

n= 221 

Homens n=102 

Mulheres 

n=119 

≤ 60 anos 
n=164 

 >60 n= 57 

 

AC n=112 

CPCE n= 19 

Plasma Prepara- 

tion Kit  

qPCR 
ELISA 

Metilação de 

SHOX2, PTGR4 

e níveis de IDH1 

Wen-Bin Liu 

et al29 

China 

(2018) 

Tecidos, 

plasma, 

escarro, 

TCGA 

n= 155† 

Homens n= 38 

Mulheres n= 

13 
 > 60 anos n= 

18 

<60 anos n= 33  

AC n= 22 

CPCE n= 24 

Outros n= 5 

 

EZ DNA Methylation 

Gold Kit 

MSP 

Metilação na 

região promotora 

de TMEM196 

R. F. H. 

Walter et al30 

Estados 

Unidos 

(2018) 

 

Tecidos 

FFPE 

TCGA 

n= 138 

Mulheres n= 

64‡ 

Homens n= 47‡ 

Idade = 61,9 

AC n= 23 

CPCE n= 15 

Células 

grandes n= 

19 

 

EpiTect Bisulfite Kit 

Pirosequenciamento 

Metilação na 

região promotora 

em APC, CDH1, 

CDKN2A, 

EFEMP1, FHIT, 

LINE1, MGMT, 

PTEN, RARB e 

RASSF1 

Sipeng Shen 

et al31 

Estados 

Unidos 

(2018) 

 

Tecidos, 

GDC 

 

n= 1230 

Homens n= 

678 

Mulheres n= 

552 

Idade = 66,47 

 

 

AC n = 824 

CPCE n = 

406 

Infinium Human 

Methylation 450 

BeadChip 

Metilação da 

região 

promotora, corpo 

do gene e 3’UTR 

de BTG2 

Andrea 

Imperatori et 

al32 

Italia 

(2017) 

Tecidos 

FFPE 

n= 167 

Homens n= 15 

Mulheres n= 

32 
Idade média= 

66 

AC n= 100 

CPCE n= 67 

EZ DNA Methylation 

Gold Kit 
Pirosequenciamento 

Metilação de 

LINE1 

Jae-Won 

Cho et al33 

Coreia 

(2020) 

 

Tecidos 

frescos e 

FFPE 

 

n= 74 

Homens n= 45 

Mulheres n= 

20 

Idade média= 

64 e 65§ 

AC n= 48 

CPCE n= 26 

EZ DNA Methylation 

Kit 

EZ 

DNA Methylation 

Lightning Kit 

Pirosequenciamento 

 

Metilação de 

acentuadores de 

MHC-II e 

promotores de 

CYTIP e 

TNFSF8 

*Informações clínicas não estavam disponíveis para todos os pacientes  

†Apenas 51 tinham as características dos pacientes disponíveis 

‡Informação baseada apenas nos pacientes com câncer 

§Amostras foram divididas em dois grupos 
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DISCUSSÃO 

Como método diagnóstico, a metilação do DNA já vem sendo investigada há anos 

e seus resultados foram reportados nos artigos avaliados nesta revisão. Dois estudos 

investigaram a aplicação do mesmo painel de genes como um método de biópsia líquida: 

o primeiro avaliando em amostras de plasma e escarro16 e o segundo no plasma e na 

urina20. As observações feitas por eles foram similares, sendo descoberto que a 

combinação de três 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%16. De forma similar, a junção de três genes dentre CDO1, 

TAC1, HOXA9 e SOX17 que estivessem positivamente metilados no plasma e na urina, 

possuíam sensibilidade de 73% e especificidade 92%20. Esses resultados afirmam 

observações já realizadas anteriormente, onde o CDO134, 35, gene codificador do 

aminoácido cisteína que funciona mantendo a integridade de proteínas36, TAC135, que age 

na codificação de peptídeos que atuam em respostas inflamatórias37,  e SOX1738, que 

codifica fatores de transcrição responsáveis por crescimento celular39, foram identificados 

como metilados anormalmente no câncer de pulmão, demonstrando seu potencial de 

aplicação como biomarcador diagnóstico. 

O gene HOXA9, que já foi evidenciado como tendo participação na proliferação e 

diferenciação celular no câncer40, apesar de incluído por ambos os estudos e apresentar a 

metilação alterada no plasma16, 20, urina20 e escarro16, a sua análise nas amostras de 

escarro não obteve resultado diagnóstico satisfatório quando analisado individualmente, 

o que já havia sido observado anteriormente41, sugerindo que mesmo estando 

hipermetilado no epitélio pulmonar, essa diferença no escarro não é tão específica para 

detecção do câncer de pulmão. Esses dois estudos se aproximam em outro aspecto, pois 

ambos utilizaram o método MOB de forma otimizada, que permite uma análise mais 

sensível da metilação do DNA se comparado a métodos de PCR, por diminuir a perda de 

amostras, probabilidade de contaminação ou erro analítico42. Apesar disso, os autores 

apontam a necessidade de estudos maiores para validar seus resultados.  

Também foram realizados estudos considerando mais de um gene por Lukas Vrba 

et al19 e Shunlin Liu et al25, onde o trabalho do primeiro grupo testou um grupo com 10 

diferentes marcadores metilados no plasma, e descobriu que a combinação de 5 deles de 

forma variada apresentou resultados melhores que os genes individuais. Porém, devido a 

quantidade de amostras ser relativamente pequena, não foi possível definir o grupo de 5 

marcadores final, estabelecendo a necessidade de mais estudos para sua validação.  

A junção de SFRP1, SFRP2, WIF1 e PRKCB24 mostrou bom potencial, com 

sensibilidade de 70,3% e especificidade de 73,9%, afirmando resultados anteriores 

utilizando esses genes de forma individual43, 44, 45 e demonstrando como essa capacidade 

pode ser potencializada ao se analisar mais de um gene simultaneamente. Apesar do gene 

PRKCB, que participa na indução de apoptose e prolifereção celular,  ter sido também um 

dos genes incluídos no painel de Lukas Vrba et al19, no trabalho de Shin Liu et al25 foram 

utilizadas apenas amostras de tecidos tumorais, sendo necessária realização dessa 

investigação em amostras de fluidos para validar a sua função como biópsia líquida. Isso 

também foi observado no gene SPARC18, com a metilação 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 combinação de LINE1 com 

RASSF1 ou RARB apresentou grande potencial como biomarcador diagnóstico, com 

sensibilidade e especificidade chegando até 91% e 100% respectivamente30. Nesse estudo 

foi utilizada árvore de classificação e regressão (CART) para tentar diferenciar os 

subtipos do câncer, onde o RASSF1 individualmente mostrou boa capacidade para 

discriminar entre CPCNP e CPPC, mas não entre AC e CPCE, e LINE1 teve capacidade 

melhor para diferenciar entre AC e não doentes, mostrando menor habilidade em 

diferenciar CPCE dos outros tipos.  Vale ressaltar que, apesar de terem sido vistas essas 

diferenças entre os tipos28, 30, elas não impediram os genes estudados de diferenciar entre 

CPCNP e pacientes não doentes.  

A investigação do MUC2224 descreveu resultados diferentes dos demais, onde foi 

observado que a metilação deste se encontrava em níveis maiores no AC, mas não no 

CPCE (p<0.001), o que fornece a esse biomarcador capacidade de ser utilizado como 

diagnóstico diferencial entre os tipos de câncer de pulmão de células não pequenas24.  

Esse gene faz parte do grupo das mucinas, que já vinham tendo sua regulação epigenética 

descrita como fator relacionado ao processo neoplásico46, 47, 48, reafirmando o potencial 

de utilização desse gene.  

A combinação da metilação com outros fatores, como a expressão do gene, 

também foi testada. O SHOX2 e PTGER4, genes já descritos como biomarcadores do 

câncer de pulmão e sendo os únicos utilizados na prática clínica14, foram analisados junto 

aos níveis de expressão IDH1 no plasma, mostrando que a combinação dos três 

parâmetros apresentou capacidade diagnóstica superior em relação à avaliação individual 

desses genes, sensibilidade de 80% e especificidade de 87,5%28.  

O gene PRKCDBP resultou em sensibilidade e especificidade de 59,9% e 77,2%, 

respectivamente, quando avaliado no âmbito do diagnóstico22. Embora tenha observado 

diferença nos níveis entre os sexos, com as mulheres obtendo especificidade levemente 

elevada, esse aspecto não representou significância no resultado. O mesmo ocorreu 

analisando a metilação no gene TMEM196, não apenas em amostras de tecidos, mas 

também plasma e escarro, onde foi vista uma tendência a níveis de metilação maiores em 

mulheres, mas sem que isso interferisse no potencial diagnóstico29. Apesar de nenhum 

artigo presente nessa revisão ter apontado o sexo como sendo significativo, há estudo 

realizados anteriormente que descrevem relação entre esses fatores tanto no câncer de 

pulmão49, 50 quanto em outros cânceres 51, 52, 53.  

O RASSF1 já foi descrito como tendo níveis de metilação mais elevados no sexo 

masculino, o que não foi observado por R. F. H. Walter et al30 nesta revisão. Entretanto, 

o primeiro estudo apresenta proporção entre amostras de homens de mulheres menos 

equilibrada, tornando-se interessante investigar a fundo, com amostras mais semelhantes 

entre si, a possível relação entre a metilação nos genes com o sexo, para concluir se eles 

podem ser aplicados como um biomarcador.  

Para além de métodos diagnósticos, a metilação do DNA também é muito 

investigada como possível fator prognóstico em diferentes cânceres13, 45, 54, 55, 56. Alguns 

dos artigos apresentaram potencial dos genes estudados como biomarcadores com 

aplicação tanto diagnóstica quanto prognóstica 18, 25, sendo que apenas um deles encontrou 

potencial prognóstico, com a metilação no gene SPARC18 sendo associada a maior risco 

de mortalidade (Razão de Risco (HR)= 1.46; 95% CI: 1.07–2.00; p = 0.018). LINE1, que 

já havia sido aplicado como biomarcador diagnóstico em um painel genético por outro 
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estudo30, foi investigado individualmente como prognóstico32, encontrando que níveis 

mais baixos de metilação se relacionavam a pior progressão da doença (HR=1.98 1.09–

3.58 0.025).  

Além disso, vale salientar que esse estudo descobriu uma relação entre o hábito 

de fumar e o nível de metilação de LINE1, onde as amostras consideradas hipometiladas 

(metilação <58%) eram exclusivamente de pacientes fumantes. Essa associação foi vista 

ainda por mais dois estudos, que encontraram aumento na metilação em amostras de 

fumantes no FBP1 (p<0.001)21, LATS1 (p=0.0013)23 e LATS2 (p=0.0011)24. O uso do 

cigarro é um dos fatores mais bem relacionados ao surgimento do câncer de pulmão57, e 

já foi observado como elemento capaz alterar a metilação do DNA em células do 

pulmão58, 59, tornando necessário que pesquisas sobre o assunto deem atenção a esse 

aspecto, utilizando número satisfatório de amostras que sejam semelhantes entre si e 

comparando especificamente se o hábito de fumar pode influenciar nos resultados.  

O gene IFR826, concordando com estudos realizados previamente60, mostrou 

também relação entre seu status de metilação do DNA e menor chance de sobrevivência 

dos pacientes (p=0.02705), além de trazer o diferencial de mostrar associação entre a 

metilação do IFR8 e a presença de metástase linfonodal (p=0.034525), tornando-se alvo 

interessante para realização de pesquisas acerca da sua utilização como um biomarcador 

na descoberta de metástases ocultas. O KMT2C17 também apresentou resultados que 

apontam potencial divergente dos demais, pois, tendo separado os pacientes em grupos 

de tumores operáveis e inoperáveis, foi observada a habilidade dos níveis elevados de 

metilação de atuarem como fator de previsão de sobrevida livre de progressão 

(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 inoperáveis, o que não havia sido 

observado em nenhum estudo anteriormente, e deve ser investigado mais a fundo para 

confirmação dos resultados.  

Foi testada a associação entre o TMPRSS4 e o DDR1, que havia sido descrito 

como possível ator no processo neoplásico61, 62, onde o resultado não foi significativo, 

mostrando que a hipometilação DDR1 individualmente é superior como biomarcador 

prognóstico em relação a sobrevida livre de doença (p = 0.016)27. De forma distinta, a 

metilação do DNA do BTG231 associada ao nível de expressão desse gene e as 

características dos pacientes demonstraram melhor habilidade como biomarcador 

prognóstico (HR = 2.80, 95% CI 1.96–4.28) se comparado à metilação individualmente, 

agregando valor a estudos já realizados com o BTG2 isolado63, 64.  Curiosamente, diferente 

dos demais artigos, esses resultados encontrados não foram vistos analisando a região 

promotora do gene, e sim outras regiões e na região 3’UTR. Também foram analisadas 

outras regiões nos genes MHC-II, CYTIP e TNSFS833, mas diferentemente do BTG231, 

apenas a metilação na região promotora foi identificada como possível biomarcador. 

 A maioria dos estudos sobre biomarcadores foca na região promotora do gene, 

que é onde ocorre a metilação com mais frequência, entretanto, já foram observados 

resultados com valor clínico em outras regiões que são menos exploradas, como os 

acetuadores e éxons, em que sua metilação participa de processos relacionados ao 

surgimento de doenças65, sendo assim interessante que pesquisas sejam realizadas 

considerando esse aspecto. A metilação da região promotora de CYTIP e TNSFS8 

mostrou não apenas potencial em predizer os 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 progressão da doença, com a hipometilação 

de ambos estando relacionada a maior chance de sobrevida livre de progressão 

(p=0.0044) e sobrevida geral (p=0.0043). A utilização da metilação relacionada a resposta 

ao anti-PD-1 já vem sendo investigada em outros cânceres 66, 67, mas há a necessidade de 

avaliar esses genes descobertos para o CPCNP com maior número de amostras e métodos 

mais específicos, como o qMSP ou pirosequenciamento, para validar esses resultados.  

Fatores como etnia e país de origem, apesar de não terem sido considerados pelos 

estudos, já foram descritos como agentes que podem influenciar na metilação do DNA68, 

69, 70 tanto através da hereditariedade quanto da exposição ao ambiente. Com isso em 

mente, estudos que visem investigar a metilação do DNA como biomarcador no CPCNP 

poderiam encontrar resultados ainda mais significativos através de estudos multicêntricos 

que incluíssem em suas pesquisas diferentes grupos étnicos e variados países de origem, 

para ter a capacidade de afirmar se o seu resultado pode ser aplicado de forma mais 

abrangente para a população geral, ou se possui aplicação melhor em grupos 

populacionais específicos.  

A idade, apesar de considerada pelos estudos, não se apresentou como um fator 

de interferência 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 característica é coerente com o fato de que a maioria 

dos casos de câncer de pulmão é diagnosticado nessa idade71. Entretanto, é vantajoso 

realizar a análise da metilação nas variadas faixas etárias em subgrupos e comparando 

seus resultados, pois a confirmação de que o biomarcador utilizado é capaz de diferenciar 

entre doentes e não doentes, independentemente da idade, reafirma o seu valor clínico.  

Isso vale também para os outros fatores que possam interferir na metilação, como 

sexo51, 52, 53, 54, 55 e uso do cigarro57, 58, 59, demonstrando a necessidade de que pesquisas 

nessa área sejam realizadas com grande quantidade de amostras mais pareadas possíveis, 

permitindo a análise relacionando a metilação e esses subgrupos específicos de modo a 

garantir a validade do resultado obtido de forma ampla e definitiva. Junto a isso, mesmo 

a metilação do DNA analisada individualmente ter mostrado seu potencial clínico, foi 

visto que a investigação conjunta da metilação em diferentes genes ou sendo associada 

com outros fatores como a expressão do gene, permite incrementar o seu poder de 

utilização como biomarcador, apontando uma vantagem em direcionar pesquisas para 

criação de painéis genéticos e integrar alterações na metilação com outros aspectos para 

chegar ao melhor resultado possível. Esta revisão, como todo estudo científico, não esteve 

livre de limitações, considerando que não foi realizada por pares.  

 

 

CONCLUSÃO 

A metilação do DNA apresenta potencial como biomarcador no câncer de pulmão 

de células não pequenas, principalmente quando analisada em grupos de genes ou 

integrada a outros fatores genéticos, mas ainda são necessários estudos mais abrangentes 

e bem delimitados para validar os achados e definir biomarcadores precisos e eficazes 

que possam ser utilizados de forma abrangente na prática clínica. 
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