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RESUMO 

 

Cousseau, Cristiane P. V. Análise de microRNAs como biomarcadores preditores de metástase 

linfonodal em pacientes com carcinoma epidermóide de cavidade oral. Dissertação 

(Mestrado). Barretos: Hospital do Câncer de Barretos; 2019. 

 

JUSTIFICATIVA: O Câncer de Cabeça e Pescoço é o oitavo tipo mais comum no mundo, e 

engloba tumores de cavidade oral, faringe e laringe, tendo uma incidência mundial anual de 

830.000 casos novos e 430.000 mortes. Dentre os tumores de cabeça e pescoço, o mais 

incidente é o Carcinoma Epidermóide de Cavidade Oral (CECO), relacionado com mais de 90% 

dos casos e foco deste estudo. Para este tipo tumoral, a presença de doença metastática nos 

linfonodos, além de ser um importante indicador de prognóstico, influencia a escolha do 

tratamento inicial e da terapia adjuvante dos pacientes. Porém muitos pacientes submetidos 

ao estadiamento cirúrgico dos linfonodos do pescoço (esvaziamento cervical ou linfonodo 

sentinela), após a análise patológica, tem um resultado negativo para metástases linfonodais. 

OBJETIVO: Identificar microRNAs (miRNAs) diferencialmente expressos em amostras tumorais 

de pacientes com CECO clinicamente livres de metástase (cN0) capazes de distinguir pacientes 

com linfonodos patologicamente positivos (pN+) dos patologicamente negativos (pN0). 

MATERIAIS E MÉTODOS: O nível de expressão de 800 miRNAs foi avaliado em 12 amostras 

cN+ e 12 tumores cN0 de pacientes com CECO, utilizando a tecnologia nanoString. 

Posteriormente, a expressão diferencial dos mesmos foi validada em um grupo independente 

de 15 amostras cN+ e 25 amostras cN0, através da técnica de qPCR. A análise de expressão 

diferencial da fase de screening foi realizada utilizando a ferramenta Galaxy e o SPSS 23.0, 

levando em consideração p <0,05, fold-change >1,5 e AUC >0,7. Para a validação, os cálculos 

de expressão diferencial foram realizados utilizando-se as médias dos valores de Cts dos 

miRNAs e a média do valor de Ct do small nuclear RNA U6 utilizado como controle endógeno, 

considerando um cutoff maior ou menor 2,01, para considerar o miRNA hipoexpresso ou 

hiperexpresso. RESULTADOS: Quatro miRNAS diferencialmente expressos foram 

identificados: hsa-miR-1249-3p, hsa-miR-99a-5p, hsa-miR-3202 e hsa-miR-548ad-3p, sendo os 

dois primeiros mais expressos no grupo pN0 e os dois últimos mais expressos no grupo pN+. 

O nível de expressão destes miRNAs foi validado em uma casuística maior e o hsa-miR-99a-5p 



 

 

 

apresentou uma expressão diferencial entre os dois grupos avaliados.  CONCLUSÃO: Este 

estudo mostrou que o microRNA hsa-miR-99a-5p foi eficiente em detectar pacientes que são 

negativos para metástase linfonodal em amostras de tumores primários de CECO, sugerindo 

que a sua utilização conjuntamente com as técnicas convencionais empregadas atualmente, 

constitui uma ferramenta útil que pode auxiliar os médicos nas decisões de esvaziamento 

cervical dos pacientes em  questão.  

Palavras-chave: Biomarcadores, Metástase Linfonodal, Carcinoma Epidermóide de                            

Cavidade Oral, microRNA  



 

 

 

ABSTRACT 

Cousseau, Cristiane P. V. miRNAs as biomarker to predict lymph node metastasis in oral 

squamous cell carcinoma patients. Dissertation (Master’s degree). Barretos: Hospital do 

Câncer de Barretos; 2019. 

 

BACKGROUND: Head and Neck Cancer is the eight most common cancer worldwide, affecting 

the oral cavity, pharynx and larynx, with an incidence of 830,000 new cases and 430,000 

deaths per year. Oral Squamous Cell Carcinoma (OSCC) constitutes the largest group in head 

and neck tumors, is related to over 90% of the cases and is the primary tumor in this study. To 

this tumor type, besides being an important prognostic indicator, the presence of metastatic 

disease in lymph nodes also influences the choice of the therapy. Although many patients 

submitted to the surgical staging of the neck lymph nodes (neck dissection or sentinel lymph 

node), after pathological analysis, they have a negative result for lymph node metastasis. AIM: 

Identify differentially expressed microRNAs (miRNAs) in tumor samples from OSCC patients 

without clinical evidence of metastases in cervical lymph nodes (cN0) capable of distinguishing 

cases with pathologically positive (pN+) from pathologically negative lymph nodes (pN0). 

MATERIALS AND METHODS: The expression level of 800 miRNAs was evaluated in 12 OSCC 

cN+ tumors and 12 OSCC cN0, using nanoString platform. Subsequently, the differentially 

expressed microRNAs were evaluated in an independent cohort of 15 cN+ samples and 25 cN0 

samples, using real time PCR technique. Differential expression analysis of the screening phase 

was performed using the Galaxy tool and SPSS 23.0, taking into consideration p <0.05, fold-

change >1.5 and AUC >0.7. For validation, differential expression calculations were performed 

using the average Cts values of the miRNAs and the average Ct value of the small nuclear RNA 

U6 used as an endogenous control, with a cutoff of greater or less then 2.01, to consider the 

miRNA hypoexpressed or hyperexpressed. RESULTS: Four differentially expressed miRNAs 

were identified: hsa-miR-1249-3p, hsa-miR-99a-5p, hsa-miR-3202 and hsa-miR-548ad-3p, 

with the first two being highly expressed in pN0 group and the last two being lower expressed 

in pN+ group. The expression level of these miRNAs was validated in a larger sample and 

miRNA hsa-miR-99a-5p presented a differential expression between the evaluated groups. 

CONCLUSION: This study showed that hsa-miR-99a-5p miRNA was efficient in detecting 

patients who are negative for lymph node metastasis in primary OSCC tumor samples, 



 

 

 

suggesting that its use in combination with conventional techniques currently employed is an 

useful tool that may assist physicians in the neck dissection decisions.  

Key Words: Biomarkers, lymph node metastasis, oral squamous cell carcinoma, microRNA 
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1          INTRODUÇÃO 

 

1.1     Carcinoma epidermóide de cabeça e pescoço 

O Câncer de Cabeça e Pescoço (CCP) é o oitavo tipo de câncer mais comum no mundo, 

e engloba tumores de cavidade oral, faringe e laringe, tendo uma incidência mundial anual de 

834.860 casos novos e 431.131 mortes1.  

Este trabalho abordará exclusivamente os tumores da cavidade oral, que é formada por 

diversos tipos teciduais, o que abre a possibilidade para o desenvolvimento de diferentes tipos 

tumorais. O enfoque será no  Carcinoma Epidermóide de Cavidade Oral (CECO), que constitui 

o maior grupo dos tumores de cabeça e pescoço, sendo responsável por mais de 90% dos 

casos2, e sua incidência mundial é estimada em 300.000 casos novos a cada ano1. No Brasil, o 

número de casos novos de câncer de cavidade oral estimados para os o biênio 2018/2019 é 

de 11.200 para os homens e 3.500 para as mulheres3.  

Um estudo retrospectivo (2008-2012) mostra que este tipo tumoral acomete em sua 

maioria indivíduos do sexo masculino (69%) e com faixa  etária superior aos 50 anos (87,71%)4. 

Também foi observado que o consumo de tabaco e álcool são os fatores de risco 

independentes que mais tem relação com o aumento do risco CCP, e além disso, também 

apresentam uma relação sinérgica, o que pode aumentar o risco e explicar cerca de 75 a 85% 

de todos os casos5, 6. 

A carcinogênese oral é um processo que envolve várias etapas, seu desenvolvimento 

pode ocorrer a partir de mucosas normais ou lesões pré-neoplásicas. Independente do tipo 

tecidual envolvido, esse processo se inicia com o desequilíbrio de algumas atividades 

celulares, desequilíbrios estes que pode ocorrer através da ação de agentes carcinogênicos, 

que com uma ação conjunta afetam processos como crescimento, proliferação e morte 

celular, fazendo com que as células normais se transformem em células tumorais, alterando 

assim seu ritmo de crescimento e metabolismo7, 8. 

O tratamento e a sobrevida dos pacientes com CECO dependem em grande parte do 

estadiamento do tumor primário (TNM: Tumor/Linfonodo/Metástase). Quando o diagnóstico 

acontece em um período tardio, o tratamento é bem debilitante e muitas vezes a doença pode 

ser fatal, enquanto que o diagnóstico em estadios iniciais tem um prognóstico mais favorável 

e um tratamento menos agressivo9. A sobrevida global em 5 anos não chega a 60% enquanto 

para tumores em estadios iniciais (T1/T2) é de aproximadamente 80%10-13. Porém, um pior 
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prognóstico é esperado em pacientes com metástase linfonodal14, o que é agravado com a 

presença de extravasamento  capsular15. A incidência de metástases ocultas nos linfonodos 

em tumores em estadios iniciais (T1/T2) está entre 27 a 40%16-18 e pode chegar a 30% nos 

pacientes que realizam biópsia de linfonodo sentinela e foram previamente estadiados como 

clinicamente livres (cN0)11, 19. Além de ser um importante indicador de prognóstico, a 

presença de doença metastática nos linfonodos também influencia a escolha do tratamento 

inicial e a terapia adjuvante para diminuir a taxa de recorrência da doença20-22. 

A abordagem terapêutica para pacientes diagnosticados clinicamente com metástase 

linfonodal (cN+) já possui uma estratégia bem definida e aceita, que inclui esvaziamento 

cervical terapêutico, seguida de radioterapia pós-operatória, com ou sem quimioterapia 

concomitante. No entanto, a escolha de tratamento para pacientes sem evidências clínicas de 

metástases cervicais permaneceu controversa durante muito tempo e atualmente ainda não 

há uma técnica pouco invasiva e muito eficiente para tal diagnóstico23, 24.  Antigamente as 

abordagens utilizadas eram: “wait-and-see” (o que posteriormente poderia levar ao 

esvaziamento cervical terapêutico) ou o esvaziamento cervical eletivo (profilático). Tumores 

iniciais são altamente curáveis somente com cirurgia e radioterapia e por esta razão a 

abordagem “wait-and-see” foi bem aceita durante muito tempo, onde o pescoço não era 

tratado e os pacientes eram monitorados com atenção especial para o desenvolvimento de 

metástases cervicais. Entretanto, estudos recentes mostram que 30 a 60% destes casos com 

tumores iniciais podem apresentar metástase cervical, o que aumenta o risco de progressão 

para uma doença incurável25, 26. 

O esvaziamento cervical eletivo é uma abordagem na qual pacientes clinicamente livres 

de metástases linfonodais são submetidos à remoção de linfonodos cervicais nos níveis I, II e 

III. Uma limitação para a correta avaliação de metástases linfonodais cervicais em pacientes 

com CECO submetidos à linfadenectomia cervical eletiva é a falta de sensibilidade da avaliação 

histopatológica pós-operatória, dos linfonodos ressecados através da análise de cortes de 

tecido incluído em parafina corados com hematoxilina e eosina (H&E), especialmente em 

relação à identificação de micrometástases.  

Dados publicados em 2015, em um estudo tido como referência nos dias de hoje, 

mostraram que o esvaziamento cervical eletivo pode mostrar melhores resultado do que o 

“wait-and-see” em tumores cN027. Os pacientes que permanecem nesta abordagem, muitas 
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vezes, entre uma consulta de acompanhamento e outra, podem ter uma piora considerável 

(30 a 60% podem desenvolver metástases linfonodais), e isso levará ao esvaziamento cervical 

terapêutico, que é feito quando se sabe, através de exame clínico e de imagem, que há 

presença de linfonodos positivos. 

Em seu estudo, D’Cruz e colaboradores28 fizeram uma comparação entre o 

esvaziamento cervical eletivo (ECE) e o esvaziamento cervical terapêutico (ECT), que era 

utilizado caso o pescoço dos pacientes da abordagem ‘wait-and-see’ se tornasse positivo. No 

estudo foram incluídos 245 pacientes em cada um dos grupos de tratamentos, e os mesmos 

foram acompanhados durante 39 meses. Os resultados mostraram que, dos pacientes que 

realizaram ECT, 146 apresentaram recorrência e houveram 79 óbitos. E dos que realizaram 

ECE, apenas 81 tiveram recorrência e foram registrados 50 óbitos. Além disso, a sobrevida 

global (67,5% ECT e 80% ECE) e livre de doença (45,9% ECT e 69,5% ECE) é menor do grupo 

que realizou ECT (Figura 1).  

 

 

Fonte: D’Cruz et al., 201528 

Figura 1: Sobrevida global e livre de doença em pacientes que realizaram Esvaziamento Cervical 

Eletivo e Esvaziamento Cervical Terapêutico. (A) Sobrevida global e a razão de risco 

correspondente no grupo de cirurgia eletiva e no grupo de cirurgia terapêutica. (B) Sobrevida 

livre de doença e a razão de risco correspondente. 

 

Contudo, outra técnica para diagnóstico de metástases cervicais veio ganhando espaço, 

a Pesquisa do Linfonodo Sentinela (PLS). Que é baseada no pressuposto da existência de um 

padrão de drenagem linfática para um grupo de linfonodos regionais, ou somente um 
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linfonodo, que será o primeiro a receber as células tumorais, que é denominado linfonodo 

sentinela29, 30. 

Neste contexto, o uso da técnica de linfonodo sentinela tem sido promissor, uma vez 

que que ele avalia um número menor de linfonodos e os submete ao estudo imuno-

histoquímico aumentando a acurácia na identificação de micrometástases31. Isso mantem a 

segurança de controle destes linfonodos29-31, diminuindo a morbidade quando comparada ao 

esvaziamento cervical eletivo32.  

Atualmente, o estadiamento cirúrgico dos linfonodos do pescoço clinicamente N0 (cN0) 

pode ser feito tanto com a linfadenectomia supraomohioidea como com a pesquisa do 

linfonodo sentinela, ambas apresentando resultados oncológicos semelhantes32, 33. Quando, 

após a técnica do linfonodo sentinela o pescoço é estadiado como positivo, os pacientes são 

adequadamente encaminhados para linfadenectomia supraomohioidea. 

As diretrizes de prática clínica da NCCN (do inglês: National Comprehensive Cancer 

Network)34  publicadas em 2018 para câncer de cavidade oral, estão demonstradas na figura 

2, onde é possível notar que as opções terapêuticas para os linfonodos do pescoço de 

pacientes cT1/T2 cN0 M0, são a dissecção destes linfonodos (esvaziamento cervical eletivo) 

ou a pesquisa do linfonodo sentinela (PLS). Tanto o esvaziamento cervical quanto a PLS, 

apresentam resultados oncológicos semelhantes32, sendo o esvaziamento cervical muito mais 

invasivo e com maior morbidade dos pacientes. 
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Fonte: Adaptado de National Comprehensive Cancer Network34 

Figura 2: Diretrizes de prática clínica para pacientes com câncer de cavidade oral clinicamente livres 

de metástase linfonodal.  

 

Um estudo prospectivo tido como referência, comparou as morbidades e complicações 

pós-operatórias de pacientes submetidos a PLS e ao esvaziamento cervical eletivo, através de 

dados obtidos pelo NDII (do inglês: Neck Dissection Impairment Index), um questionário que 

avalia o índice de deficiência da dissecção do pescoço, e de um exame físico do ombro, a 

avaliação do ombro de Constant. Os resultados obtidos mostraram que o esvaziamento 

cervical eletivo proporciona mais morbidades e complicações pós-operatórias do que a PLS 

(Tabela 1). Além de demonstrar uma diferença significativa entre o comprimento da cicatriz 

deixada por ambos os procedimentos32.  
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Tabela 1. Avaliação clínica da morbidade pós-operatória.  

 Nº de pacientes  

Item avaliado PLS ECE p-valor 

Comprimento da cicatriz – cm  4,8 9,2 < 0,0001 

 

Número de pacientes 
 

Força 
 

 

 

 

 

< 0,0001 

Normal 33 25 

Moderadamente prejudicada 0 2 

Gravemente prejudicada 0 2 

Complicações pós-operatórias totais 0 15 

Sangramento (revisão na sala de cirurgia) 0 5 

Lesão do ramo mandibular marginal do nervo facial 0 7 

Traqueotomia 0 1 

Lesão do nervo lingual 0 1 

Infecção da lesão 0 1 

Fonte: Adaptado de Murer et al., 201032 

Abreviações: PLS, Pesquisa de Linfonodo Sentinela; ECE, Esvaziamento Cervical Eletivo 

 

Além da PLS apresentar uma menor morbidade e complicações pós-operatórias, esta 

abordagem é de alta viabilidade técnica e de precisão30, 35-39, podendo ter um valor preditivo 

negativo (VPN) de até 96% em pacientes com câncer de cavidade oral em estadios iniciais 

(T1/T2)30, fazendo com que seja uma boa alternativa ao ECE. O problema é que muitos 

pacientes ainda são estadiados como pN0 após a realização da PLS. 

 

1.2     Metástases cervicais 

O processo metastático é complexo e dispõe de muitas etapas, as quais envolvem a 

disseminação de células cancerosas primárias para órgãos distantes. Este processo é muitas 

vezes precedido por alterações no microambiente do nicho metastático. O crosstalk entre a 
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célula tumoral (semente) e o microambiente (solo) foi observado e descrito por Paget em 

1889, e ficou conhecido como hipótese ‘Seed and Soil’33, 40, 41. 

A disseminação das células cancerosas para outros tecidos pode ocorrer de duas 

maneiras: através da corrente sanguínea ou dos vasos linfáticos. A metástase linfática não é 

um processo completamente passivo, é regulado em múltiplas etapas, incluindo o trânsito de 

células tumorais através dos vasos linfáticos e a ‘semeadura’ bem-sucedida na drenagem de 

gânglios linfáticos42. 

A disseminação metastática dos tumores de cabeça e pescoço usualmente ocorre 

através do sistema linfático, sendo os linfonodos dos níveis I e II os mais envolvidos. A rota 

linfática é particularmente relevante para estes tumores, com os linfonodos regionais 

geralmente sendo os primeiros órgãos a desenvolverem metástases, servindo como uma 

ponte de disseminação para outros sítios43, 44. 

 

1.3     Sistema linfático e linfonodos 

O sistema linfático é um sistema circulatório que transporta linfa pelo nosso organismo, 

através de vasos específicos. A anatomia microvascular e a hemodinâmica dos linfonodos 

foram caracterizadas em linfonodos inguinais de ratos45. Esta vasculatura está espalhada por 

todo corpo. A pele, os epitélios e os órgãos contém numerosos capilares linfáticos que 

absorvem e drenam o líquido dos espaços entre as células, que é chamado de linfa. Existem 

os vasos aferentes, que transportam a linfa para dentro dos linfonodos e os vasos eferentes, 

que a transportam a partir dos linfonodos. A linfa desempenha papéis importantes na 

homeostase dos tecidos, equilíbrio de fluidos, função imune e transporte de lipídios42, 43, 45. 

Os linfonodos, ou gânglios linfáticos, são pequenos órgãos com uma importante função 

no sistema imunológico. Pode-se dizer que são estações de coleta para antígenos 

estrategicamente posicionados no organismo, que estão presentes em tecidos periféricos de 

mamíferos e outros vertebrados. Os antígenos, sejam eles microrganismos, partículas virais 

ou qualquer outro, podem entrar no organismo por diversas vias: oral, respiratória, 

gastrintestinal, entre outras. O epitélio que reveste estes tecidos serve de porta de entrada 

para os antígenos, que são drenados pelos vasos linfáticos, e possuem células especializadas 
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que capturam estes antígenos e viajam por estes vasos até chegar aos linfonodos. Estes 

linfonodos estão interpostos ao longo dos vasos linfáticos e tem por função filtrar a linfa antes 

de chegar ao sangue. Após esta filtragem, entram em ação as células apresentadoras de 

antígenos (APC), que vão ‘apresentar’ este antígeno às células T naive, que são um tipo de 

linfócito, a fim de iniciar uma resposta imune adquirida. Os linfócitos buscam seus antígenos 

cognatos durante visitas constantes a estas bibliotecas de antígenos locais (linfonodos). No 

caminho, interagem com outras células, desencadeando uma resposta imune, que representa 

a defesa produzida pelo organismo contra algum corpo estranho específico46-48. 

Essa resposta imune efetiva é desencadeada por células chamadas efetoras, que tem 

um papel crucial no reconhecimento e produção de anticorpos contra os antígenos. Após o 

antígeno ser eliminado do organismo, a maioria dessas células efetoras morre, porém uma 

pequena fração permanece como células de memória de longa duração. Quando o organismo 

entrar em contato novamente com estes mesmos antígenos, a receita para produzir os 

respectivos anticorpos já estará armazenada nestas células, que em sua maioria residem nos 

linfonodos, possibilitando uma forte resposta de recall sempre que o antígeno retornar42, 48. 

Dado a esta importante função dos linfonodos durante a ação do sistema linfático no 

organismo, é possível notar a importância dos mesmos para o bom funcionamento do corpo. 

Quando os pacientes são submetidos a retirada dessas estruturas, certamente esta ação 

imunitária ficará em parte comprometida, o que pode aumentar o risco de morbidades aos 

pacientes em questão. 

 

1.4    Biomarcadores 

Na literatura, alguns marcadores de anatomia patológica são de longa data conhecidos 

(infiltração perineural, embolização angio-linfática, modo de invasão do tumor e mensuração 

de invasão em profundidade) como preditores de metástase linfonodal cervical, cujas 

sensibilidade, especificidade e acuracidade não são suficientes para poupar os pacientes do 

estadiamento cirúrgico dos linfonodos do pescoço49-51. Em consequência, a pesquisa de 

biomarcadores moleculares parece promissora.  
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Biomarcadores são definidos pela Organização Mundial da Saúde (OMS), como: 

“qualquer substância, estrutura ou processo que possa ser medido no corpo ou em seus 

produtos e influencie ou preveja a incidência de desfecho ou doença”52. 

Muitos estudos avaliam características do tumor primário, capazes de ajudar na 

predição de metástases linfonodais ocultas em CECO, que podem servir como biomarcadores, 

como por exemplo: pior padrão de invasão53; assinaturas de expressão gênica54, 55; 

profundidade tumoral15, 56-58. Porém muitos destes estudos não são implementados na rotina 

da prática clínica por possuírem baixo custo-benefício59 ou falta de validação suficiente54, 55. 

Os microRNAs (miRNAs) tem sido muito estudados atualmente com evidências da sua 

participação, além de processos biológicos normais, em algumas doenças, incluindo o 

câncer60-62. Eles reduzem a estabilidade dos mRNAs, incluindo genes que participam de 

processos importantes na tumorigênese, como inflamação, regulação do ciclo celular, 

resposta ao estresse, diferenciação, apoptose e invasão, evidenciando o fato de que sua 

desregulação pode ser essencial no desenvolvimento do câncer63. Muitos estudos avaliam 

miRNAs como biomarcadores (prognóstico, diagnóstico, preditivos de resposta a tratamentos 

específicos), sendo alguns em CECP, embora nenhum traga estes marcadores especificamente 

como preditores de metástase linfonodal em cavidade oral64-69. 

 

1.5     miRNAs: biogênese e função 

Os miRNAs são moléculas de RNA não codificantes que possuem de 18 a 25 nucleotídeos 

e constituem uma classe dominante de pequenos RNAs na maioria dos tecidos somáticos. Sua 

função consiste na regulação pós-transcricional de vários genes, através da degradação ou 

inibição do mRNA70, 71, sendo importantes em vários processos celulares como proliferação, 

crescimento, migração, apoptose e diferenciação72-74. Existem também outros tipos de 

pequenos RNAs descritos na literatura, envolvidos em processos celulares eucarióticos, como 

RNAs de interferência (siRNA)75 e Piwi-interactin RNAs (piwiRNA)76, que como os miRNAs, 

também atuam no silenciamento de RNA, porém o que os diferencia é sua biogênese77. 

Atualmente, já foram identificados 1917 sequências de miRNAs humanos (miRBase 

release 22.1 2018), ilustrando o enorme potencial destas moléculas na regulação da expressão 
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gênica, com estimativas de que cerca de 60% de todos os mRNAs humanos estejam sob o 

controle de miRNAs78, 79.  

A maioria dos miRNAs em humanos, são codificados por íntrons80, e assim alguns genes 

codificadores de miRNAs, localizados nestas regiões intrônicas, acabam compartilhando a 

mesma região promotora do gene codificante de proteínas ao qual estão próximos. Porém, 

tem-se observado que muitas vezes estes genes de miRNAs possuem muitos sítios de 

inicialização de transcrição81 e que algumas vezes seus promotores podem diferir dos 

promotores dos genes ‘hospedeiros’82. 

A biogênese dos miRNAs ocorre preferencialmente pela via canônica, no entanto 

estudos revelaram estruturas de pequenos RNAs que se assemelham aos miRNAS típicos, mas 

que seguem outra via de biogênese, contornando alguns dos processos que acontecem na via 

canônica clássica, chamada de via não canônica83-87 (figura 3).  

 

Fonte: a autora. 

Figura 3. Vias de biogênese de miRNAs. Via não canônica e via canônica. 

 

Na via canônica a transcrição dos miRNAs é realizada pela RNA polimerase II (Pol II), 

dando origem a moléculas de miRNA primário (pri-miRNA). O processamento nuclear destas 

moléculas é feito por um complexo microprocessador, composto pela enzima Drosha, que é 
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uma endonucelase específica de RNA e a DGCR8, que é uma proteína de ligação ao RNA, que 

funciona como âncora molecular fazendo o reconhecimento da junção dsRNA-ssRNA (dupla 

fita e simples fita), e direcionando a Drosha. Assim, a Drosha cliva as extremidades 3’ e 5’ do 

steem-loop de pri-miRNA, liberando um pré-miRNA em forma de hairpin que será exportado 

para o citoplasma88. Para que este pré-miRNA seja transportado para o citoplasma, é 

necessária a formação de um complexo transportador, através da associação de duas 

proteínas: XPO5 (exportina 5) e RAN-GTP. As proteínas irão reconhecer e se ligar a molécula 

de pré-miRNA, a fim de que ela seja exportada para o citoplasma para completar sua 

maturação89. 

Estas pequenas moléculas exercem uma função de guia no processo de silenciamento 

de mRNAs, porém não agem sozinhas. Para que o processo efetivamente aconteça, elas 

precisam se associar a algumas proteínas, formando um complexo ribonucleoproteico, 

chamado Complexo de Silenciamento Induzido de RNA- RISC (do inglês: RNA Induced Silencing 

Complex), para completar seu processamento no citoplasma90. 

O pré-miRNA que é exportado para o citoplasma possui um loop em uma das 

extremidades, que será processado pela Dicer, com ação de helicase em seu domínio N-

terminal, facilitando o reconhecimento do pré-miRNA ao interagir com o loop. Enquanto isso, 

o domínio C-terminal em tandem, forma um dímero intramolecular, para criar um centro 

catalítico que irá clivar este loop liberando um miRNA duplex, que irá se associar a um 

complexo proteico AGO1-4, formando um pré-RISC. Um recurso de choque térmico formado 

pelas proteínas HSC70-HSP90 hidrolisa ATP para carregar este miRNA duplex,  que é em 

seguida descartado e o miRNA maduro permanece preso a uma das proteínas do complexo 

AGO1-4, dando origem a um complexo RISC maduro71. 

O complexo RISC é a associação do miRNA maduro com as proteínas Agonautas, e 

através deste complexo é possível mediar o silenciamento de alguns genes. Este silenciamento 

pode ocorrer de duas maneiras: repressão da tradução do mRNA ou clivagem do mRNA, 

dependendo da complementariedade entre as moléculas. A clivagem é induzida por um 

domínio de RNase presente nas proteínas Agonautas, e ocorre quando o miRNA é totalmente 

ou quase que totalmente complementar ao mRNA alvo, ocorrendo uma ligação por 

complementariedade entre ambos e o mRNA é clivado, ou degradado91. Vários mecanismos 
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foram descritos na literatura para explicar como ocorre a repressão da tradução, onde os 

miRNAs se ligam aos mRNAs através de um pareamento incompleto (por não serem 

totalmente complementares), o complexo RISC recruta outros complexos proteicos e essa 

ação conjunta faz com que o ribossomo seja incapaz de traduzir aquela sequência de mRNA, 

inibindo assim a tradução e possibilitando o silenciamento do gene90 (Figura 4). 

 

Fonte: He et al., 200492. 

Figura 4. Ação do miRNA através do complexo RISC.  

 

Na via não canônica não ocorre a ação da Drosha e da DGCR8 na biogênese do miRNA, 

embora estudos demonstrem que elas desempenham outras funções importantes 

relacionadas a processos celulares como desenvolvimento, regulação transcricional e 

manutenção da integridade do genoma, que são independentes da biogênese dos miRNAs93, 

94. 
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Nessa via, os pré-miRNAs são originados através do processamento de íntrons pelos 

spliceossomos (figura 3), e são exportados para o citoplasma pela XPO5 e clivados pela Dicer, 

posteriormente dando origem ao RISC. Ou seja, na via não canônica o complexo 

microprocessador é substituído pela atividade de splicing, e os processos seguintes se fundem 

com a via canônica, também descrita como via de mirtons85, 93. 

Diversos estudos tem mostrado perfis distintos de expressão de microRNAs entre 

amostras normais e tumorais e também variações entre tipos tumorais diferentes95, 96  

atribuindo à estas moléculas um papel importante na tumorigênese, justamente por terem 

um papel fundamental da regulação pós-transcricional da expressão gênica60, 96, 97. 

Assim, apesar da PLS ser a técnica referência utilizada hoje para tumores em estágios 

iniciais com os linfonodos do pescoço clinicamente negativos, como mencionado 

anteriormente, muitos pacientes que realizam este procedimento tem uma confirmação 

patológica de ausência de metástase linfonodal. Um estudo anterior do grupo que analisou os 

dados da PLS da instituição, revelou que 80,8% dos pacientes incluídos no protocolo foram 

confirmados como pN0, ou seja, apenas 19,2% foram pN+98. Portanto um biomarcador 

acurado, de rápida e fácil detecção poderia ser uma ferramenta útil para auxiliar os médicos 

durante a decisão de esvaziamento cervical. 

Também cabe mencionar que já foi demonstrado que esta abordagem pode ser 

realizada em tecido parafinado fixado com formalina, pois este tipo de amostra conserva um 

perfil de expressão de miRNAs similar aquele observado em amostras de tecido fresco por 

conta de seu tamanho reduzido, o que torna mais difícil sua degradação e fazendo com que 

sejam mais estáveis99-101.  
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2         JUSTIFICATIVA 

O estadiamento cirúrgico dos linfonodos pescoço é muito importante para a eficácia do 

tratamento, diminuição de mortalidade e recidivas em pacientes com CECO. Porém, os 

pacientes submetidos à esta abordagem também apresentam morbidades, como dor e 

limitação nos movimentos do braço devido a possíveis lesões no nervo espinal acessório e XI 

par craniano, além de dano no sistema imune, devido a retirada dos linfonodos. 

Apesar de esvaziamentos cervicais ainda serem muito utilizados na clínica (tratamento 

padrão para pacientes T3-T4), para tumores em estádios iniciais a NCCN preconiza a Pesquisa 

do Linfonodo Sentinela, o que diminui estas possíveis morbidades, por retirar um número 

muito menor de linfonodos do que os esvaziamentos. Contudo, não poupa os pacientes de 

um estadiamento cirúrgico dos linfonodos do pescoço, que na maioria das vezes é confirmado 

como negativo para metástases linfonodais pelos testes patológicos. 

A detecção de CECO em uma amostra de tecido linfonodal requer marcadores altamente 

específicos e sensíveis, sendo que o marcador ideal deve ser expresso no epitélio escamoso e 

estar ausente em linfócitos e nos estromas linfáticos e vasculares. Assim, os miRNAs podem 

vir a construir uma excelente ferramenta para a detecção de metástases linfonodais, por 

apresentarem perfis de expressão específicos às células tumorais, reduzindo um possível viés 

de expressão relacionado a outras células presentes nos linfonodos. 

Portanto este trabalho visa identificar miRNAs capazes de distinguir os pacientes com 

CECO clinicamente livres de metástase linfonodal (cN0) dos pacientes com linfonodos 

patologicamente positivos e negativos (pN+ pN0) de uma forma sensível, específica, acurada 

e rápida, podendo constituir uma ferramenta útil para auxiliar os patologistas na tarefa de 

localizar metástases presentes nos linfonodos tidos como livres pelas técnicas convencionais. 
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3         OBJETIVOS 

 

3.1     Objetivo Geral 

O objetivo geral deste estudo é identificar miRNAs diferencialmente expressos em 

amostras tumorais de pacientes com carcinoma epidermóide de cavidade oral clinicamente 

livres de metástase (cN0), que sejam capazes de distinguir casos com linfonodos 

patologicamente positivos (pN+) dos casos patologicamente negativos (pN0). 

  

3.2     Objetivos Específicos 

▪ Identificar miRNAs cujo nível de expressão seja capaz de diferenciar tumores de 

pacientes T1/T2 cN0/pN0 dos T1/T2 cN0/pN+ (com micrometástase e 

macrometástase); 

▪ Validar o perfil de expressão dos miRNAs que apresentaram um padrão diferencial na 

etapa inicial do estudo, em um grupo amostral maior, determinando sua aplicabilidade 

como biomarcador preditor de metástase linfonodal em pacientes com CECO; 

▪ Avaliar a associação das variáveis sociodemográficas, clínicas, histopatológicas e 

terapêuticas com os resultados obtidos através das análises moleculares. 
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4        MATERIAIS E MÉTODOS  

4.1      Delineamento do estudo 

Estudo observacional retrospectivo. 

 

4.2     Delineamento Experimental 

Inicialmente realizou-se um levantamento de prontuários dos casos passíveis de 

inclusão neste estudo, que posteriormente foram filtrados de acordo com os critérios de 

inclusão e exclusão determinados no item 4.5. Após a seleção dos casos, foi realizado um 

pedido ao departamento de patologia do Hospital do Câncer de Barretos, a separação dos 

blocos de parafina e corte das lâminas para extração de RNA, para as duas etapas do estudo.  

As amostras selecionadas para o screening, passaram por um protocolo de extração de 

RNA total, e então a expressão diferencial de 798 sequências de miRNAs conhecidas foi 

avaliada. Além disso, foram realizadas as análises dos resultados através de programa 

estatístico-matemático. 

As amostras selecionadas para a validação do estudo passaram por extração de RNA total, 

construção de um DNA complementar e a expressão diferencial dos microRNAs selecionados 

na primeira etapa será validada (figura 5). 

 

 

Fonte: a autora. 

Figura 5. Fluxograma do estudo. 
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4.3     Delineamento clínico  

A pesquisa de um biomarcador de metástase linfonodal, que esteja sendo expresso no 

tumor primário, poderia poupar os pacientes de um estadiamento cirúrgico invasivo e passível 

de complicações. A pesquisa seria feita após a ressecção do tumor primário e antecedendo a 

PLS, onde um resultado negativo para metástase linfonodal, levaria o paciente para o 

acompanhamento destes linfonodos do pescoço, sem a necessidade de cirurgia para a 

retirada dos mesmos.  

 

 

Fonte: adaptado de NCCN34. 

Figura 6. Delineamento clínico do estudo. 

 

4.4     Aspectos éticos 

O projeto foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital de Câncer de 

Barretos – Fundação Pio XII e encontra-se aprovado (CEP: 1418/2017). 

Foi solicitado ao Comitê de Ética desta instituição a dispensa do Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido, em razão desta pesquisa apresentar caráter retrospectivo 

e ainda representar riscos mínimos para os participantes, sendo estes inerentes a quebra 

acidental da confidencialidade dos dados, e por tratar de levantamento de dados junto à 

prontuários e não ser possível o contato com alguns participantes de pesquisa selecionadas. 
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Ainda, seu desenvolvimento não resultará em impacto no manejo clínico dos participantes 

bem como necessidade de aconselhamento genético. 

Contudo os pesquisadores comprometem-se a preservar a privacidade dos participantes 

de pesquisa, garantindo que os dados coletados serão utilizados única e exclusivamente para 

a execução do projeto em questão, e que as informações divulgadas, de maneira nenhuma 

identifiquem o participante de pesquisa. 

O estudo não deve trazer benefícios diretos aos seus participantes, mas gerar 

conhecimentos que trarão benefícios futuros a outras pessoas. 

 

4.5     População de estudo 

O estudo está sendo desenvolvido no Centro de Pesquisa em Oncologia Molecular 

(CPOM) da Fundação Pio XII – Hospital de Câncer de Barretos, em Barretos/SP.  

As amostras foram coletadas por conveniência de tumores primários (com linfonodos 

cervicais metastáticos e não metastáticos) de pacientes com CECO (cT1-T2cN0M0) 

submetidos a tratamento cirúrgico no Hospital de Câncer de Barretos. Foram levantados 

dados epidemiológicos (sexo, idade, etnia, status de tabagismo e etilismo), clínicos (sub-

localização anatômica, estadiamento T, performance clínico, tratamentos realizados) e de 

anatomia patológica (pT, pN, infiltração perineural, infiltração angio-linfática, modo de 

invasão do tumor, profundidade de invasão tumoral, status das margens de segurança, dados 

de imunohistoquímica).   

 

I. Critérios de inclusão:  
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II. Critérios de exclusão: 

 

 

Este estudo possui duas fases, sendo a primeira de screening: onde foi analisada a 

expressão diferencial de microRNAs em 24 amostras de tumores primários de pacientes com 

CECO incluídas em parafina através da técnica de nanoString; e a segunda de validação: onde 

foram avaliadas 40 amostras nas mesmas condições, e a expressão dos miRNAs encontrados 

no screening foram analisadas pela técnica de Polimerase Chain Reaction Quantitative Real 

Time (qPCR). 

 

4.6    Análise histopatológica e obtenção do material para análise molecular  

O material analisado neste estudo consiste em amostras de tumores CECO incluídos em 

parafina. Após análise dos resultados dos exames anatomopatológicos, as lâminas de 

hematoxilina & eosina correspondentes aos blocos de parafina contendo as amostras de 

interesse foram revisadas pelo patologista para confirmação do diagnóstico e caracterização 

dos componentes celulares presentes nas amostras selecionadas. As amostras foram então 

submetidas à macrodissecção manual para separação das regiões mais representativas de 

tecido tumoral (pelo menos 60% de células tumorais) e marcadas pelo patologista. Todas as 

análises histopatológicas e de imunohistoquímica foram realizadas, a fim de avaliar a presença 

de metástases nos linfonodos e seleção dos cortes avaliados pela análise molecular. 

Cuidados foram tomados visando o não esgotamento do material biológico (bloco de 

parafina) armazenado na patologia. 

 

4.7    Análise molecular 

Inicialmente, o padrão de expressão de 800 miRNAs foi avaliado em 12 amostras de 

tumores com linfonodos metastáticos e 12 tumores com linfonodos não metastáticos, de 
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pacientes com CECO. Dentre o grupo de linfonodos metastáticos, 8 foram provenientes de 

linfonodos com macrometástases e 4 com micrometástases. Posteriormente, a expressão 

diferencial de 4 miRNAs selecionados a partir dos dados obtidos na primeira etapa do estudo, 

foi avaliada em um grupo independente de 15 amostras de tumores com linfonodos com 

micrometástases e macrometástases e 25 tumores com linfonodos não metastáticos. 

 

4.7.1    Screening 

4.7.1.1 Extração de RNA  

A extração do RNA tumoral foi feita a partir de cortes dos blocos incluídos em parafina 

utilizando-se o RNeasy FFPE Kit (Qiagen). Primeiramente a área tumoral das lâminas foi 

retirada através de raspagem com o auxílio de um bisturi e este material contendo tecido 

tumoral e parafina passou por uma etapa de desparafinização, com Desparaffinization 

Solution (Qiagen). Após a remoção da parafina, foi adicionado às amostras Buffer PKD e as 

amostras foram centrifugadas a 11.000 g por 1 minuto. Posteriormente, ocorreu a adição de 

10 µl de Proteinase K, e as amostras foram incubadas a 56 °C por 15 minutos e posteriormente 

a 80 °C por 15 minutos. A fase incolor gerada pela centrifugação foi transferida para um tubo 

de 2 mL e incubada no gelo por 3 minutos e centrifugada a 20.000 g por 15 minutos. Então o 

sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionou-se DNase Booster Buffer, 

incubando a temperatura ambiente por 15 minutos. Após esta incubação, adicionou-se 500 µl 

de Buffer RBC, 1200 µl de etanol 100%, a amostra foi transferida para a coluna, sendo 

centrifugado a 8.000 g por 15 segundos. Em seguida foi adicionado 500 µl do Buffer RPE e o 

passo de centrifugação foi repetido nas mesmas condições. Por fim a coluna foi adicionada a 

um novo tubo, onde adicionou-se 30 µl de água nuclease free, e através de uma centrifugação 

de 1 minuto em velocidade máxima o RNA foi eluído. 

O RNA total foi quantificado no equipamento Qubit (Invitrogen), também sob 

orientações do fabricante. Todas as amostras extraídas foram armazenadas a -80 °C até o 

momento de utilização.  

 

4.7.1.2 nanoString 

A tecnologia nanoString (nanoString Technologies, Seattle, WA, EUA) para análise de 

miRNAs humanos foi derivada do miRBase v.18 e é um dispositivo altamente automatizado, 
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que possibilita a análise de 12 amostras por vez, e requer pouco tempo de atividades de 

bancada. Além disso, esta técnica é capaz de detectar fragmentos muito pequenos de 

amostras degradadas, como amostras derivadas de tecido parafinado, por exemplo. Para este 

estudo foi escolhido o painel nCounter® miRNA Expression Assays, que é capaz de avaliar a 

expressão de 800 miRNAs conhecidos e de interesse terapêutico, com um iput de apenas 100 

ng de RNA total para cada amostra.  

Toda a preparação e processamento das amostras foram efetuados de acordo com o 

protocolo do fabricante. O protocolo exclusivo de miRNAs possui uma etapa de preparação 

das amostras, que consiste em ligar uma tag ao miRNA, que alonga a fita para que as ligações 

das etapas seguintes ocorram de maneira mais efetiva. Após a ligação, as amostras foram 

purificadas e diluídas, e as reações de hibridização foram realizadas por incubação a 65 °C 

durante 21 horas. Nessa etapa, cada molécula de miRNA foi ligada a duas sondas, uma de 

captura e uma repórter. A sonda de captura possui uma biotina na extremidade 3’, e a sonda 

repórter possui um barcode (código de cores) na extremidade 5’. Este código é composto de 

4 cores que são dispostas em 6 posições diferentes a fim de identificar a sequência de miRNA 

a qual estão ligadas. A biotina da sonda de captura foi importante para que os complexos 

formados se ligassem na superfície do cartucho, onde haviam moléculas de estreptavidina. As 

sondas hibridizadas foram purificadas e contadas na estação nCounter Prep Station e Digital 

Analyzer (nanoString), seguindo as instruções do fabricante. Para cada ensaio, foi feita uma 

varredura de alta densidade (600 campos de visão)102.  

A coleta dos dados do experimento foi realizada no nCounter Digital Analyzer. Nesta 

etapa ocorreu a contagem absoluta de miRNAs presentes em cada uma das amostras. Os 

dados foram tabulados em formato RCC (Reporter Code Count), e a partir deles foram 

realizadas as análises posteriores. 

 

4.7.1.3 Análise dos dados de expressão dos miRNAs  

Após a importação dos dados do nCounter Digital Analyzer, os valores obtidos foram 

normalizados, com o objetivo de minimizar os possíveis efeitos causados por variações 

técnicas, permitindo assim, que os dados fossem comparáveis entre si, podendo então, 

identificar variações biológicas reais nas amostras analisadas.  
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Esse processo foi realizado através da ferramenta nanoStringNorm103, que é uma 

extensão do pacote R, no Galaxy. E para isso utilizou-se o método Quantile. 

Foi estabelecido um cutoff, através dos cálculos citados acima, e a partir deste valor foi 

aplicado um filtro que retirou da análise os miRNAs que tiveram dados de expressão menor 

que o valor de cutoff estabelecido.  

 

4.7.2    Validação 

4.7.2.1 Extração de RNA 

Após a seleção dos casos e obtenção do material parafinado foi realizada a extração de 

RNA total das amostras pN0 incluídas na fase de validação do estudo. 

A extração do RNA tumoral foi feita a partir de cortes dos blocos incluídos em parafina 

utilizando-se o RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit (Ambion). Inicialmente as amostras 

foram raspadas das lâminas com o auxílio de um bisturi, e passaram por uma etapa de 

desparafinização, utilizando Xilol. As amostras desparafinizadas foram incubadas com tampão 

de digestão e protease durante 3 horas a 50 °C e 500 rpm. Em seguida adicionou-se 120 µl do 

aditivo de isolamento e 275 µl de etanol 100%, transferindo-se posteriormente para a coluna 

e centrifugado a 10.000 g por 1 minuto. Após, 700 µl do Wash 1 foi adicionado na mesma 

coluna, centrifugado a 10.000 g por 1 minuto. O mesmo foi realizado com o Wash 2/3, e ao 

fim realizou-se mais uma centrifugação a 10.000 g por 1 minuto, a fim de remover qualquer 

resíduo da coluna. Para ter certeza de que ocorreu apenas o isolamento de RNA, foi 

adicionado um mix para degradar qualquer DNA presente na amostra (6 µl DNase buffer, 4 µl 

DNase e 50 µl água livre de ácidos nucleicos), incubando-se a mistura adicionada a coluna por 

30 minutos em temperatura ambiente. As lavagens com Wash 1 e Wash 2/3 se repetiram, 

sendo a Wash 2/3 realizada duas vezes. A coluna foi transferida para um novo tubo coletor, 

adicionou-se 30 µl de água livre de ácidos nucleicos, e o material foi centrifugado a velocidade 

máxima por 1 minuto. 

O RNA total foi quantificado no equipamento Qubit (Invitrogen), também sob 

orientações do fabricante. Todas as amostras extraídas foram armazenadas a -80 °C até o 

momento de utilização. 
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4.7.2.2 Síntese de cDNA 

Para a fase de validação, os miRNAs selecionados passaram por uma etapa anterior a 

análise da sua expressão, que foi a construção de um cDNA para cada um deles. A técnica 

escolhida para esta etapa, a PCR quantitativa necessita de uma molécula dupla fita para que 

a reação ocorra. 

Para isto, dez nanogramas do RNA total das amostras foram submetidos à transcrição 

reversa com a utilização do Taqman microRNA Kit (Applied Biosystems) e primers stem-loop 

específicos para cada um dos miRNAs selecionados. Para a reação utilizou-se 0,15 µl de dNTP, 

1 µl de multiscribe, 1,5 µl de tampão, 0,19 µl RNase Inhibitor, 3 µl de primer, 7,16 µl de água 

livre de ácidos nucleicos e 2 µl de RNA total. A incubação aconteceu no termociclador ProFlex 

PCR System (Thermo Fisher Scientific) com a seguinte ciclagem: 16 °C por 30 minutos, 42 °C 

por 30 segundos e 85°C por 5 minutos. A avaliação da qualidade das amostras de RNA 

extraídas foi realizada através da amplificação dos RNAs endógenos U6 (small nuclear RNA 

U6) por PCR em Tempo Real. Testes anteriores realizados pelo grupo de pesquisa 

demonstraram que este endógeno atende aos critérios de expressão para esse controle de 

qualidade neste tipo amostral. 

 

4.7.2.3 Polimerase Chain Reaction Quantitative Real Time - qPCR  

O nível de expressão dos miRNAs selecionados como diferencialmente expressos na fase 

exploratória (4 miRNAs) foi avaliado em amostras de tumores com linfonodos metastáticos e 

não-metastáticos através de análises de PCR em tempo real utilizando-se os TaqMan 

MicroRNA Assays (Applied Biosystems) individuais para os miRNAs hsa-miR99a-3p, hsa-miR-

1249-5p, hsa-miR-3202 e hsa-miR548-ad-3p. Para estas reações foram utilizados 2,5 μL de 

água, 5 μL de TaqMan Universal PCR Master Mix 2X (Applied Biosystems), 0,5 μL de TaqMan 

MicroRNA Assay 20X (Applied Biosystems) que contém primer e sonda específicos para cada 

um dos miRNAs e 2 μL de cDNA de cada amostra, num volume final de reação de 10 μL. A 

ciclagem da PCR foi composta por uma desnaturação inicial a 50 °C por 2 minutos, 95 °C por 

10 minutos, amplificação com 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e temperatura de annealing 

de 60 °C por 60 segundos. Todas as reações foram feitas em triplicata. Para a avaliação da 

expressão diferencial de cada miRNA entre as amostras de tumores com linfonodos 

metastáticos e não-metastáticos utilizou-se  o método 2-ΔΔCt 104. Como normalizador utilizou-
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se a média do valor dos Cts do small nuclear RNA U6. Em todos os cálculos foram utilizadas as 

médias dos valores obtidos nas triplicatas. 

 

4.8   Análises Estatísticas 

Os resultados moleculares encontrados foram correlacionados com os dados clínicos e 

patológicos dos pacientes, principalmente em relação ao desenvolvimento de metástases 

cervicais, através da utilização do programa SPSS 23.0 para Windows, para a digitação e 

análise estatística dos dados. A significância estatística foi determinada para um valor de p 

<0,05. 

 

4.8.1 Screening – nanoString  

Os resultados obtidos na fase de screening foram importados e processados no 

programa estatístico-matemático R (R-project v3.2.1; The R Foundation, Viena, Áustria) por 

meio de scripts customizados: 

Os arquivos em formato RCC foram importados simultaneamente e convertidos em uma 

matriz de expressão de dados brutos.  

A avaliação do controle de qualidade foi conduzida conforme descrito abaixo:  

a. Avaliou-se a dispersão dos dados pela relação média versus desvio padrão de todas 

as probes, incluindo controles positivos e negativos;  

b. Calculou-se o coeficiente de variação (CV) das amostras;  

c. Avalou-se dos efeitos de batch entre as amostras e entre cartuchos por meio de 

regressão linear; 

d. Verificou-se a relação entre a proporção de probes não detectadas pela média das 

amostras nos dados brutos;  

e. Estimou-se o conteúdo de RNA pela relação entre genes housekeepings pelos miRNAs 

de maior expressão nos dados brutos;  

f. Inspecionou-se os controles positivos e negativos por meio da relação entre as 

contagens observadas em log2 pela concentração esperada em log2 de e fentomolar 

(fM).  
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Normalização: foram realizados três métodos de normalização, de caráter 

comparativo:  

a. 100 miRNAs com os menores CVs foram utilizados como housekeepings;  

b. MiRNAs com menores CVs foram identificados a partir de um cut-off de acordo com a 

média geométrica de todos os mRNAs avaliados (housekeeping.geo.mean); 

c. Média geométrica de 75% dos miRNAs de maior expressão (top.geo.mean). 

A partir da definição dos housekeepings, foi calculado o scaling factor (sf) ou 

normalization factor de cada lane por meio da razão entre a média das médias geométricas 

de todas as lanes pela média geométrica de cada lane. A partir deste valor de sf calculado, foi 

realizada a normalização das amostras pela multiplicação de cada valor bruto de miRNA pelo 

sf da lane correspondente.  

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o método padrão de Teste t de 

Student, corrigido por Benjamini & Hochberg. Um outro método recentemente publicado 

conhecido por nanoStringDiff105 que utiliza um modelo de regressão linear generalizada, 

também foi aplicado de forma comparativa.  

 

4.8.2 Validação – qPCR  

Os resultados dos ensaios de qPCR foram inicialmente analisados utilizando 

QuantStudio™Real-Time PCR Software v1.3 (Applied Biosystems). Os cálculos foram 

realizados, utilizando as médias dos valores de Cts dos miRNAs e a média do valor de Ct do 

small nuclear RNA U6 utilizado como controle endógeno. Para a validação da expressão 

diferencial de cada miRNA entre as amostras de tumores pN+ e pN0 utilizou-se o método          

2-ΔΔCt descrito por Livak e Schmittgen104.  

O teste Mann-Whitney U foi utilizado na comparação dos valores de ΔCT entre o grupo 

metastático e o grupo não-metastático, e assim, o miRNA que apresentou valor de p <0,05 foi 

considerado diferencialmente expresso. 

Para avaliar o potencial de diagnosticar amostras tumorais com linfonodos metastáticos 

em pacientes com CECO, calculou-se especificidade, sensibilidade, valor preditivo positivo, 
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valor preditivo negativo e acurácia do marcador selecionado, utilizando as fórmulas descritas 

a seguir e os termos descritos na tabela 2: 

- Especificidade: VP/(VP+FN); 

- Sensibilidade: VN/(VN+FP); 

- Valor Preditivo Positivo: VP/(VP+FP); 

- Valor Preditivo Negativo: VN/(VN+FN); 

- Acurácia: VN+VP/(VN+VP+FN+FP). 

 

Tabela 2. Tabela utilizada para os cálculos de sensibilidade, especificidade e acurácia 

Resultado patológico 

(padrão ouro) 

Resultado do teste 

Positivo Negativo Total 

Negativo (N0) 

Positivo (N+) 

VN 

FP 

FN 

VP 

VN+FN 

VP+FP 

Total VN+FP VP+FN N=VP+FN+VN+FP 

VP: Verdadeiro Positivo; VN: Verdadeiro Negativo; FP: Falso Positivo; FN: Falso Negativo. 

 

Para construção de curvas ROC e cálculo da área sob a curva (AUC) utilizou-se o 

programa estatístico SPSS 23.0. 

 

4.9 Validação da expressão dos miRNAs no “The Cancer Genome Atlas” (TCGA)  

A fim de verificar se os dados encontrados no presente estudo eram compatíveis com 

outras amostras com as mesmas características, foi realizada uma validação in silico. Foram 

acessados dados de expressão dos miRNAs selecionados para a validação, nas amostras do 

TCGA, utilizando a ferramenta UCSC Xena106. Adotando-se os mesmos critérios de 

inclusão/exclusão do estudo, 66 pacientes com carcinoma epidermóide de cavidade oral 

foram selecionados. A análise comparativa entre os grupos pN0 e pN+ foi realizada utilizando-

se teste T. 
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5         RESULTADOS  

 

5.1     Seleção dos casos 

Foram encontrados 167 potenciais casos de CECO, dos quais 77 vieram de uma 

casuística do protocolo Linfonodo Sentinela, 31 de um projeto anterior do grupo de pesquisa 

de Câncer de Cabeça e Pescoço e 59 do registro hospitalar. Destas 167 amostras, foram 

selecionadas para a primeira etapa do estudo (screening), 12 casos cN0 e 6 pN+ (linfonodo 

sentinela), 4 pN+ (projeto anterior do grupo) e 2 pN+ (registro hospitalar). 

Para a etapa de validação foram selecionadas 25 amostras cN0 (linfonodo sentinela) e 

15 amostras pN+ (registro hospitalar), 2pN+ (projeto anterior do grupo), totalizando 42 

amostras. 

Para esta seleção foram levados em consideração os critérios de inclusão e exclusão 

descritos no item 3.3. 

 

5.2     Screening 

5.2.1     Características clínico-patológicas 

As características clínico-patológicas dos pacientes incluídos na fase de screening do 

estudo podem ser observadas na tabela 3. Estes pacientes constituíam-se em sua maioria de 

homens (87,5%), onde o tabagismo esteve presente em 79,2% da população e o etilismo em 

69,6%. O estadiamento clínico T2 esteve presente em 75% dos indivíduos e o patológico em 

58,3%. Dos pacientes que apresentavam metástases linfonodais, 66,7% apresentavam 

macrometástases e 33,3% apresentavam micrometástases. Além disso, 79,2% destes 

pacientes realizaram radioterapia. 
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Tabela 3. Características clínico-patológicas dos 24 pacientes incluídos na fase de screening. 

Características   n (%) 

Sexo Feminino 

Masculino 

03 (12,5) 

21 (87,5) 

Tabagismo Sim 

Não 

19 (79,2) 

05 (20,8) 

Etilismo Sim 

Não 

16 (69,6) 

07 (30,4) 

Estadiamento clínico cT1 

cT2 

06 (25,0) 

18 (75,0) 

Estadiamento patológico pT1 

pT2 

10 (41,7) 

14 (58,3) 

Metástase linfonodal 

(diagnóstico após a cirurgia) 

Micrometástases 

Macrometástases 

04 (33,3) 

08 (66,7) 

Quimioterapia Sim 

Não 

02 (1,4) 

22 (98,6) 

Radioterapia Sim 

Não 

19 (79,2) 

05 (20,8) 

 

5.2.2     Análises de controle de qualidade e normalização dos dados de perfil de expressão 

de miRNAs  

Os dados de saída do experimento, em formato RCC, foram exportados para o nSolver 

Software 3.0 (nanoString Technologies, Seattle, Washington, EUA), onde foi feita uma primeira 

análise visual nos dados, e verificou-se que a amostra P21, apresentou uma flag, indicando 

algum problema no controle de ligação. A seguir estes dados foram exportados para uma 

planilha no formato .xlsx (Extensible Style Language), onde foi incluída uma linha anterior aos 

controles, e intituladas as três primeiras colunas com Code Class, Name e Acession, que 

indicam a classe, o nome e o código de acesso dos controles e miRNAs presentes no ensaio. 

Para a etapa de screening, haviam sido selecionadas 24 amostras (12 cN0 e 12 cN+), 

porém durante as análises iniciais, algumas amostras foram excluídas. Destas 24, foram 

excluídas 3 amostras, P03 e P13 por apresentarem apenas 50% de células tumorais e P21 por 

apresentar baixa contagem dos controles de ligação. 
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Após este primeiro filtro, seguiu-se com 21 amostras. O primeiro teste utilizado foi o 

Quantro107, que serve para ver se há efeito de Batch entre as amostras e entre os cartuchos. 

Este teste apresentou dois gráficos, um boxplot e uma curva, que mostraram a variação entre 

as contagens dos miRNAs em cada uma das amostras. 

Na figura 7, é possível observar a comparação do boxplot pré-normalização, com e sem 

a amostra P12. Na figura 8 é possível observar a curva que relaciona a densidade com as 

contagens de cada miRNA em cada amostra, com e sem a amostra P12. Nessa comparação 

concluiu-se que a amostra P12 apresentava uma contagem muito abaixo das demais, o que 

levou a sua exclusão. Assim, seguiu-se para as análises posteriores com 20 amostras. 

 

 

Figura 7. Boxplosts pré-normalização. (A) Boxplot com os dados brutos de 

contagem dos miRNAs, com a amostra P12. (B) Boxplot com os dados brutos 

de contagem dos miRNAs, após a exclusão da amostra P12 das análises. 
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Figura 8. Curvas relacionando a densidade e contagens dos microRNAs por amostra. (A) 

Com a amostra P12. (B) Sem a amostra P12. 

 

Também foi aplicado um filtro para os miRNAs, a fim de excluir os que estivessem com 

contagem abaixo do background. Para isto, foi calculada a média mais duas vezes o desvio 

padrão dos controles negativos, o que resultou em 24,74. Assim, foram excluídos todos os 

miRNAs com contagens abaixo de 25 em 100% das amostras (figura 12). Os dados de 

expressão de 313 miRNAs foram utilizados para as análises posteriores. 

Para a análise de controle de qualidade do experimento e normalização dos dados 

obtidos com o nanoString, foi utilizado o pacote do nanoStringNorm103, originalmente 

desenvolvido para a normalização e processamento de dados utilizando o ambiente 

estatístico-matemático R Studio (R-project v3.2.1; The R Foundation, Viena, Austria), e que 

posteriormente foi incluído no Galaxy, por se tratar de uma ferramenta user-friendly que 

executa scripts na linguagem R.  

Dentre os métodos disponíveis para a normalização, existem 48 possíveis combinações 

de métodos (Anexo) que levam em consideração o coeficiente de variação, tanto entre os 

miRNAs quanto entre as amostras. A planilha xlsx. gerada foi carregada para o Galaxy e estes 

métodos foram testados a fim de encontrar o que melhor se encaixasse para este 

experimento.  

Dentre os métodos testados, o que apresentou melhor resultado foi o Quantile, onde os 

testes de controle de qualidade também apresentaram melhor resultado. Estes testes avaliam 

se houve efeito de batch entre os cartuchos e entre as amostras; verifica a relação entre os 

controles positivos e negativos, através da relação entre as contagens detectadas; avalia a 
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dispersão dos resultados, calculando uma média e a comparando com o desvio padrão das 

sondas da reação e dos controles; e posteriormente calcula o coeficiente de variação para 

cada amostra, baseado no desvio padrão e indica a variação de contagens dos miRNAs por 

amostra. 

Na figura 9 é possível visualizar o boxplot antes e após a normalização pelo método 

Quantile, e devido a aproximação das medianas foi possível concluir que os valores de 

contagem foram normalizados com eficiência. 

 

 

Figura 9. Boxplots referentes a normalização dos dados de contagem de miRNAs em 

amostras de CECO (T1/T2 cN/cN+) com o método Quantile. (A) Endógenos após da 

normalização. (B) Endógenos antes da normalização. 
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4.2.3  Assinatura molecular de miRNAs em pacientes com CECO pN e pN+ 

Para identificar miRNAs como possíveis biomarcadores para diagnosticar metástase 

linfonodal em pacientes com carcinoma epidermóide de cavidade oral, foi avaliada a 

expressão de miRNAs em larga escala, através da tecnologia nanoString.  

Após a normalização dos dados obtidos através desta técnica, é possível geral uma 

planilha no Galaxy com os dados estatísticos a partir do cálculo do Teste T de Student dos 

dados normalizados. Para a expressão diferencial, foi considerado um fold-change ≤1,5 ou 

≥1,5, e significância ≤0,05. Estes dados passaram por análise de clusterização hierárquica pelo 

método de Pearson e Centroid, o que originou o heatmap da figura 10. Assim, as análises 

apresentaram 8 miRNAs com expressão diferencial significativa entre os dois grupos avaliados 

(hsa-miR-1249-3p: p=0,028; hsa-miR-125b-5p: p=0,043; hsa-miR-196b-5p: p=0,047; hsa-miR-

3202: p=0,0096; hsa-miR376c-3p: p=0,038; hsa-miR-548ad-3p: p=0,013; hsa-miR-548d-5p: 

p=0,045; hsa-miR-99ª-5p: p=0,029). 
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Figura 10. miRNAs diferencialmente expressos em pacientes com CECO em estadiamento T1/T2 

livres de metástase linfonodal versus pacientes com metástase linfonodal. 

 

Para selecionar os miRNAs alvos para a etapa de validação dos resultados, foram 

escolhidos os miRNAs com os menores valores de p para a etapa de validação: hsa-miR-1249-

3p, hsa-miR-3202, hsa-miR-548ad-3p, hsa-miR-99a-5p. Além disso, foi possível notar que os 

miRNAs hsa-miR-1249-3p e hsa-miR-99a-5p estavam pelo menos 1,5 vezes mais expressos no 

grupo pN0, com um valor de AUC de 0,770 e 0,790, respectivamente, enquanto que os miRNAs 

hsa-miR-3202 e hsa-miR-548ad-3p estavam pelo menos 1,5 vezes mais expressos no grupo 

pN+, com valor de AUC de 0,830 e 0,810, respectivamente, gerando dois biomarcadores para 
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metástases linfonodais, e dois para tumores livres de metástase. Posteriormente os cálculos 

de AUC, sensibilidade e especificidade para estes 4 miRNAs escolhidos, foram realizados 

através do SPSS 23.0 e estão descritos na tabela 4.   

 

Tabela 4. Valores de p e AUC dos biomarcadores avaliados em 

amostras de pacientes com CECO em estadiamento clínico 

inicial (T1/T2) livres de metástase versus com metástase 

linfonodal. 

MicroRNA AUC P 

miR-3202 0,830 0,009 

miR-548ad-39 0,830 0,013 

miR-1249-39 0,770 0,028 

miR-99a-5p 0,790 0,029 

 

5.3    Validação 

5.3.1  Características clínico-patológicas 

As características clínico-patológicas dos pacientes incluídos na fase de validação do 

estudo podem ser observadas na tabela 5. Estes pacientes constituíam-se em sua maioria de 

homens (81%), onde o tabagismo esteve presente em 66,72% da população e o etilismo em 

64,3%, além disso, o estadiamento clínico T2 esteve presente em 57,2% dos indivíduos. Dos 

pacientes que apresentavam metástases linfonodais, todos eles apresentavam 

macrometástases. Além disso, 52,4% destes pacientes realizaram radioterapia. 
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Tabela 5. Características clínico-patológicas dos 42 pacientes incluídos na fase de validação. 

Características   n (%) 

Sexo Feminino 

Masculino 

08 (19,0) 

34 (81,0) 

Tabagismo Sim 

Não 

Missing 

28 (66,7) 

11 (26,2) 

3 (7,1) 

Etilismo Sim 

Não 

Missing 

27 (64,3) 

11 (26,2) 

04 (9,5) 

Estadiamento clínico cT1 

cT2 

18 (42,8) 

24 (57,2) 

Metástase linfonodal 

(diagnóstico após a cirurgia) 

Micrometástases 

Macrometástases 

0 (0) 

17 (100) 

Radioterapia Sim 

Não 

22 (52,4) 

20 (47,6) 

 

5.3.2  Análise do perfil de expressão dos quatro miRNAs selecionados em amostras 

tumorais metastáticas e não metastáticas 

O nível de expressão dos quatro miRNAs selecionados na primeira fase do estudo, foi 

avaliado em um grupo amostral de 25 amostras tumorais pN0 e 15 amostras tumorais pN+. 

Das amostras tumorais de pacientes sem metástase linfonodal (pN0), 05 foram utilizadas 

como grupo controle para normalização dos dados.  

Os resultados mostraram que o miRNA hsa-miR-99a-5p apresentou expressão 

diferencial significativa entre o grupo de amostras tumorais com linfonodos metastáticos 

(pN+) e o grupo com tumores não metastáticos (pN0), indicando assim um possível 

biomarcador de metástase linfonodal (p=0,0068) (Figura 11B). Além disso, apesar do miRNA 

hsa-miR-1249-3p apresentar expressão nas amostras avaliadas, este resultado não 

apresentou diferença estatística significativa entre a expressão das amostras pN0 e pN+ 

(p=0,69) (Figura 11A). Em relação aos miRNAs hsa-miR-3202 e hsa-miR-548ad-3p, ambos não 

apresentaram expressão em nenhuma das amostras avaliadas.  
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Figura 11. Distribuição da expressão relativa dos miRNAs hsa-miR-1249-3p (A) e hsa-miR-99a-

5p (B) em amostras tumorais com metástase linfonodal (N+) e sem metástase linfonodal 

(N0). No eixo Y está representada a expressão relativa em fold-change (2-ΔΔCt). 

 

Os níveis de sensibilidade e especificidade foram calculados conforme a frequência de 

hipoexpressão do hsa-miR-99a-5p nas amostras pN0 e pN+. Para considerar o miRNA 

hipoexpresso, determinou-se arbitrariamente um cutoff <2, o que significa que amostras com 

um fold-change <2 apresentam resultado negativo para o teste.   

A avaliação da expressão dos miRNAs nas amostras avaliadas permitiu a construção de 

curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) para determinar a AUC destes miRNAs (figura 

12). O miRNA hsa-miR-99a-5p apresentou valor de AUC de 0,775 e a partir disto, foi possível 

determinar uma sensibilidade de 66%, especificidade de 73%, valor preditivo positivo de 66% 

(VPP), valor preditivo negativo (VPN) de 73% e acurácia de 70%. O miRNA hsa-miR-1249-3p 

não apresentou significância estatística na diferenciação entre os grupos amostrais estudados, 

apresentando um valor de AUC de 0,460.  
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Figura 12. Curvas ROC obtidas para os miRNAs has-miR-1249-3p (A) e has-miR-99a-5p (B). 

 

Assim, estes resultados indicam que o miRNA hsa-miR-99a-5p apresenta bons níveis de 

sensibilidade, especificidade, VPP, VPN, AUC e acurácia, sugerindo ser um bom marcador para 

diagnosticar amostras tumorais de pacientes com comprometimento metastático nos 

linfonodos. 

 

5.4 Associação das variáveis clínicas, histopatológicas e terapêuticas com os resultados 

obtidos através das análises moleculares do miR-99a-5p na coorte de validação 

A associação das variáveis clínicas, histopatológicas e terapêuticas com os resultados 

obtidos através das análises moleculares do miR99a-5p na coorte de validação mostrou que 

utilizando-se o mesmo cutoff de 2, para considerar o miRNA hipoexpresso (<2) e 

hiperexpresso (>2), nenhuma das variáveis avaliadas foi associada com o perfil de expressão. 

No entanto, 75% dos indivíduos sem extravasamento capsular apresentaram hiperexpressão 

deste miRNA com valor borderline de p=0,056, corroborando com os resultados anteriores 

que indicaram hiperexpressão do miR-99a-5p em linfonodos não metastáticos de pacientes 

com CECO.      
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Tabela 6. Resultados da análise univariada das características clínicas, patológicas e 

expressão do miR99a-5p dos 42 pacientes incluídos na fase de validação. 

  miR-99a-5p 

  Low n (%) High n (%) P-value 

Sexo Feminino 

Masculino 

3 (50,0) 

19 (57,6) 

3 (50,0) 

14(42,4) 
1,000* 

Tabagismo Sim 

Não 

Missing 

18 (66,7) 

4 (40,0) 

0 (0,0) 

9 (33,3) 

6 (60,0) 

2 (100) 

0,089 

Etilismo Sim 

Não 

Missing 

17 (63,0) 

5 (55,6) 

0 (0,0) 

10 (37,0) 

4 (44,4) 

3 (100) 

0,113 

Sítio Língua 

Assoalho 

Área retromolar 

12 (50,0) 

7 (63,6) 

3 (75,0) 

12 (50,0) 

4 (36,4) 

1 (25,0) 

0,550 

Estadiamento patológico pT1/T2 N0 

pT1/T2 N+ 

pT3/T4 N0 

pT3/T4 N+ 

16 (72,7) 

4 (33,3) 

1 (50,0) 

1 (33,3) 

6 (27,3) 

8 (66,7) 

1 (50,0) 

2 (66,7) 

0,129 

Recidiva local Sim 

Não 

4 (80,0) 

17 (53,1) 

1 (20,0) 

15 (46,9) 
0,364* 

Invasão angiolinfática Sim 

Não 

Missing 

2 (50,0) 

18 (58,1) 

2 (50,0) 

2 (50,0) 

13 (41,9) 

2 (50,0) 

0,919 

Invasão perineural Sim 

Não 

Missing 

1 (20,0) 

20 (64,5) 

1 (33,3) 

4 (80,0) 

11 (35,5) 

2 (66,7) 

0,124 

Extravasamento capsular Sim 

Não 

Missing 

3 (42,9) 

2 (25,0) 

17 (70,8) 

4 (57,1) 

6 (75,0) 

7 (29,2) 

0,056 

*Teste exato de Fisher 
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5.5 Validação in silico da expressão dos miRNAs selecionados no TCGA  

Para a seleção da coorte a ser avaliada, foram aplicados os mesmos critérios de inclusão 

e exclusão deste estudo, descritos no item 4.5. A análise foi realizada para pacientes com 

carcinoma epidermóide de cavidade oral e com carcinoma epidermóide de cabeça e pescoço 

geral. Após a aplicação destes filtros, restaram 66 pacientes com CECO e 83 pacientes com 

CECP. A coorte de CECO estava contida na coorte de CECP, com alguns sítios adicionais. Ambas 

coortes foram utilizadas a fim de se confirmar a expressão destes miRNAs em outros sítios da 

cabeça e pescoço.  

Os resultados de expressão para os miRNAs hsa-miR-3202 e hsa-miR548ad-3p, para as 

duas coortes estão demonstrados na figura 13. Devido aos valores de expressão do miR-

548ad-3p serem iguais a 0, não foi possível calcular sua significância (p). Já o hsa-miR-3202 

apresentou um p=0,82 nas amostras de CECO e p=0,58 nas amostras de CECP, não tendo 

diferença de expressão entre os grupos pN0 e pN+ e sendo expresso apenas em uma pequena 

parte das amostras avaliadas. Estes resultados confirmam a ausência de expressão destes 

miRNAs na coorte de validação do estudo avaliada por qPCR. 
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Figura 13. Dotplots gerados a partir dos dados de expressão dos miRNAs hsa-mir-3202 e hsa-miR-

548ad-3p em coortes de CECP e CECO contidas no TCGA. (A) Expressão do hsa-miR-3202 em CECO. 

(B) Expressão do hsa-miR-3202 em CECP. (C) Expressão do hsa-miR-548ad-3p em CECO. (D) 

Expressão do hsa-miR-548ad-3p em CECP. 

 

Os miRNAs hsa-miR-99a-5p (CECP: p= 0,81; CECO: p=0,57) e hsa-miR-1249-3p (CECP: 

p=0,31; CECO: p=0,26) apresentaram expressão em ambos os tipos tumorais, porém esta 

expressão não foi estatisticamente significativa para diferenciar os pacientes com metástases 

linfonodais (pN+) dos pacientes sem metástases (pN0) (Figura 14). 
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Figura 14. Dotplots gerados a partir dos dados de expressão dos miRNAs hsa-mir- 99a-5p e hsa-

miR-1249-3p em coortes de CECP e CECO contidas no TCGA. (A) Expressão do hsa-miR-99a-5p em 

CECO. (B) Expressão do hsa-miR-99a-5p em CECP. (C) Expressão do hsa-miR-1249-3p em CECO. (D) 

Expressão do hsa-miR-1249-3p em CECP. 
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6. DISCUSSÃO 

Apesar das diferentes estratégias utilizadas no tratamento dos tumores de carcinoma 

epidermóide de cavidade oral, a taxa de sobrevida global em cinco anos para estes pacientes 

é de 60%12, 13 e em pacientes com estadios iniciais pode chegar até a 80%10, 11. Entretanto, 

pacientes que desenvolvem metástases linfonodais, além de apresentarem um pior 

prognóstico, tem uma taxa de controle da doença diminuída14.  Assim, o diagnóstico de 

doença metastática nos linfonodos do pescoço se torna uma informação importante para a 

escolha da abordagem terapêutica e definição do prognóstico destes pacientes. Uma vez que 

o paciente apresenta metástase linfonodal, a abordagem terapêutica já é bem definida, onde 

o paciente é encaminhado para a ressecção dos linfonodos do pescoço seguida de 

radioterapia pós-operatória. Contudo, o tratamento dos pacientes sem evidências clínicas de 

metástases linfonodais ainda é controverso.  

Pacientes com tumores em estadios iniciais clinicamente livres de metástase linfonodal, 

passam por um estadiamento cirúrgico dos linfonodos do pescoço, por meio da realização da 

pesquisa do linfonodo sentinela ou do esvaziamento cervical eletivo34. O esvaziamento 

cervical eletivo é uma técnica na qual os pacientes são submetidos à remoção dos linfonodos 

do pescoço, e estes linfonodos passam por uma avaliação histopatológica para detecção de 

metástase. Na pesquisa do linfonodo sentinela é retirado um número menor de linfonodos, 

onde injeta-se um corante no tumor primário, e pressupõe-se que este corante seguirá o 

padrão de drenagem do tumor até os linfonodos do pescoço que possam estar 

comprometidos por metástase, e apenas os linfonodos marcados são ressecados29, 30. A 

escolha da abordagem (PLS ou ECE) leva em consideração as características do tumor, como 

tamanho, sublocalização e perfil de invasão, por exemplo108.  

Dos pacientes clinicamente livres de metástase linfonodal, 70 a 80% são submetidos a 

estadiamento cirúrgico do pescoço, porém muitos acabam não tendo estadiamento 

patológico positivo22, 38, o que indica a importância de buscar biomarcadores sensíveis e 

específicos que consigam auxiliar na escolha da conduta terapêutica mais apropriada para o 

correto estadiamento cervical destes pacientes. 

Este estudo teve como objetivo encontrar um miRNA expresso em amostras de 

pacientes com CECO que pudesse diferenciar pacientes com e sem metástase linfonodal. 

Estudos já mostram que esta é uma abordagem possível de se realizar em amostras incluídas 
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em parafina, pois devido a sua grande estabilidade, seu perfil de expressão se mantém 

constante109, 110. Além disso, devido às funções que desempenham (proliferação, invasão 

tumoral, metabolismo, inflamação, diferenciação celular, angiogênese, estabilidade do 

genoma)111  possuem uma grande importância no processo carcinogênico, o que indica um 

bom potencial diagnóstico.  

Em carcinoma epidermóide de cavidade oral, existem alguns estudos que trazem 

miRNAs como marcadores de diagnóstico67, 112-115, prognóstico113, 115-120, resposta a 

tratamento118,119, 121, migração e invasão122.  Além disso, um estudo publicado em 2011, 

trouxe o miR-181 como um biomarcador putativo para metástase linfonodal, onde foram 

avaliadas amostras tumorais e amostras normais adjacentes de 39 pacientes com CECO123. O 

alto nível de expressão deste miRNA foi correlacionado com o desenvolvimento de metástase 

linfonodal, invasão vascular e pior prognóstico, porém estes achados não foram validados123.  

Em um estudo retrospectivo realizado em nossa instituição em 2015, o miR-203 e o miR-

205 foram apresentados como marcadores acurados para a detecção de metástase linfonodal 

em linfonodos de pacientes com CECP, porém este teste visava a detecção dos alvos nos 

linfonodos. O presente estudo propõe uma abordagem que identifique estes marcadores nas 

amostras do tumor primário, podendo auxiliar os médicos em uma melhor decisão 

terapêutica para tratamento dos linfonodos do pescoço68. 

No presente foram avaliadas amostras de tumores primários de pacientes com CECO em 

estadios iniciais e clinicamente livres de metástases linfonodais, onde foi possível encontrar 4 

miRNAs diferencialmente expressos na fase de screening do trabalho. Destes 4 miRNAs, o hsa-

miR-99a-5p apresentou um perfil de expressão diferencial entre as amostras dos pacientes 

com e sem metástases linfonodais, com potencial sensível e específico para diferenciar os 

pacientes sem evidência alguma de metástases cervicais, o que pouparia o estadiamento 

cirúrgico aqueles pacientes que são verdadeiramente negativos para estas metástases. 

Estudos demonstram que este miRNA possui expressão diminuída em tumores orais 

humanos em comparação com amostras normais113, e que sua superexpressão regulou 

negativamente o gene NOX4, diminuindo a expressão da proteína NOX4 (NADPH Oxidase 4), 

e inibindo a viabilidade, migração e diminuiu da proliferação de células tumorais124. Além 

disso, por meio de uma Análise Interativa de Perfis de Expressão Gênica (GEPIA), detectou-se 

que o miRNA hsa-miR-99a-5p teve influência na progressão do CECP através da regulação da 
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via de sinalização PI3k-AKT, devido aos principais genes alvo serem regulados positivamente 

em 519 tecidos de CECP, em comparação a 44 tecidos normais 125. 

O presente estudo não avaliou amostras livres de neoplasia, porém a expressão do hsa-

miR-99a-5p foi maior nos pacientes sem metástase linfonodal em comparação com os 

pacientes com metástases. Além disso, já foi demonstrado que sua expressão é mais elevada 

em pacientes com neoplasias de baixo grau histológico125, o que corrobora com o presente 

resultado, pois esta coorte era composta por amostras tumorais clinicamente em estadios 

iniciais (T1/T2). 

Em relação ao miRNA hsa-miR-1249-3p, o mesmo apresentou expressão nas amostras 

avaliadas, porém não teve uma expressão diferencialmente significativa, indicando que o que 

mesmo não seja candidato a biomarcador. Este miRNA foi apenas descrito como um possível 

biomarcador para Esclerose Lateral Amiotrófica, sem estudos em câncer126. 

Os miRNAs hsa-miR-3202 e hsa-miR548ad-3p não apresentaram expressão em 

nenhuma das amostras avaliadas, e não existem estudos que os correlacionem com o tipo 

tumoral aqui estudado. O hsa-miR-3202 já foi descrito como biomarcador de Doença 

Pulmomar Obstrutiva Crônica (DPOC)127, e correlacionado ao desenvolvimento de câncer de 

pulmão128, 129. Já o hsa-miR-548ad-3p não está descrito na literatura como sendo relacionado 

a nenhum tipo tumoral, porém um estudo publicado em 2010 analisou células B humanas 

normais e malignas e teve este miRNA identificado130. Estes dois miRNAs apresentaram 

expressão diferencial apenas na fase inicial (screening), tendo sido avaliados pela técnica de 

nanoString, que é uma técnica muito sensível, fazendo com que baixas expressões pudessem 

ser detectadas. Ambos miRNAs tiveram expressão muito baixa ou ausente nas amostras 

avaliadas pelo TCGA. 

Cabe ainda ressaltar a importância de estudos em diferentes coortes a fim de confirmar 

este miRNA como marcador efetivo para predição de metástase linfonodal em pacientes com 

CECO, podendo auxiliar no manejo correto destes pacientes, na indicação de prognóstico e na 

melhoria da qualidade de vida e sobrevida destes pacientes. 
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7  CONCLUSÃO 

Este estudo demonstrou que existem alterações na expressão de miRNAs presentes em 

tumores de pacientes com CECO clinicamente livres de metástase, que foram capazes de 

distinguir casos com linfonodos patologicamente positivos dos casos patologicamente 

negativos.   

A associação das variáveis clínicas, histopatológicas e terapêuticas com os resultados 

obtidos através das análises moleculares do miR99a-5p na coorte de validação não apresentou 

nenhum resultado estatístico significativo.       

O miRNA hsa-miR-99a-5p apresentou uma expressão diferencial significativa em 

tumores de pacientes com CECO entre o grupo de pacientes com linfonodos metastáticos e 

não metastáticos. Este miRNA apresentou padrões de expressão diferencial no grupo de 

pacientes com ausência de linfonodos comprometidos, o que faz com que o uso deste miRNA 

em conjunto com as técnicas convencionais empregadas atualmente, constitua uma 

ferramenta útil que pode auxiliar os médicos nas decisões de esvaziamento cervical dos 

pacientes em questão.  
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ANEXOS 

ANEXO A – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa 
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ANEXO B – Métodos de normalização 

ID do método Método 

1 none_none_none_none 

2 none_none_none_quantile 

3 none_none_top.geo.mean_none 

4 none_none_top.geo.mean_quantile 

5 none_none_low.cv.geo.mean_none 

6 none_none_low.cv.geo.mean_quantile 

7 none_none_top.mean_none 

8 none_none_top.mean_quantile 

9 none_mean.2sd_none_none 

10 none_mean.2sd_none_quantile 

11 none_mean.2sd_top.geo.mean_none 

12 none_mean.2sd_top.geo.mean_quantile 

13 none_mean.2sd_low.cv.geo.mean_none 

14 none_mean.2sd_low.cv.geo.mean_quantile 

15 none_mean.2sd_top.mean_none 

16 none_mean.2sd_top.mean_quantile 

17 none_mean_none_none 

18 none_mean_none_quantile 

19 none_mean_top.geo.mean_none 

20 none_mean_top.geo.mean_quantile 

21 none_mean_low.cv.geo.mean_none 

22 none_mean_low.cv.geo.mean_quantile 

23 none_mean_top.mean_none 

24 none_mean_top.mean_quantile 

25 geo.mean_none_none_none 

26 geo.mean_none_none_quantile 

27 geo.mean_none_top.geo.mean_none 

28 geo.mean_none_top.geo.mean_quantile 
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29 geo.mean_none_low.cv.geo.mean_none 

30 geo.mean_none_low.cv.geo.mean_quantile 

31 geo.mean_none_top.mean_none 

32 geo.mean_none_top.mean_quantile 

33 geo.mean_mean.2sd_none_none 

34 geo.mean_mean.2sd_none_quantile 

35 geo.mean_mean.2sd_top.geo.mean_none 

36 geo.mean_mean.2sd_top.geo.mean_quantile 

37 geo.mean_mean.2sd_low.cv.geo.mean_none 

38 geo.mean_mean.2sd_low.cv.geo.mean_quantile 

39 geo.mean_mean.2sd_top.mean_none 

40 geo.mean_mean.2sd_top.mean_quantile 

41 geo.mean_mean_none_none 

42 geo.mean_mean_none_quantile 

43 geo.mean_mean_top.geo.mean_none 

44 geo.mean_mean_top.geo.mean_quantile 

45 geo.mean_mean_low.cv.geo.mean_none 

46 geo.mean_mean_low.cv.geo.mean_quantile 

47 geo.mean_mean_top.mean_none 

48 geo.mean_mean_top.mean_quantile 
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ANEXO C – Controles de qualidade gerados pelo pacote NanoStringNorm – Método Quantile 
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